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A procura por polímeros biodegradáveis e a necessidade de redução de danos 
ambientais tem motivado a pesquisa por bionanocompósitos. Na área médica, em 
especial, aqueles desenvolvidos com hidrocolóides têm sido aplicados como 
curativos bioativos e como suportes para o crescimento celular em terapias de 
regeneração de tecidos. O objetivo deste trabalho foi desenvolver filmes 
nanocompósitos bioativos a partir de filmes de celulose bacteriana e hidrocolóides 
(goma guar e ácido hialurônico) e revestidos de colágeno, impregnados ou não com 
nanopartículas de prata. Primeiramente, após um tratamento mecânico, se obteve 
uma suspensão de nanofibras de celulose que, juntamente com as dispersões de 
hidrocolóides, foi utilizada para a obtenção de filmes de bionanocompósitos por 
casting úmido. Os filmes contendo até 30% (m/m) de hidrocolóides se mostraram 
estáveis por 6 dias em meio fisiológico e absorveram até 6 vezes sua massa em 
líquido. Os materiais foram revestidos com colágeno por dipping. O colágeno se 
auto-organizou na superfície dos filmes em um padrão morfologicamente 
semelhante à encontrada em tecidos vivos. Os resultados dos ensaios de adesão 
celular e análise das superfícies por tensiometria, espectroscopia de fotoelétrons de 
raios X e microscopia de força atômica mostraram que as propriedades superficiais 
dos filmes podem ser ajustadas pela modificação da proporção entre os 
componentes utilizados. Nanopartículas de prata foram incorporadas aos filmes por 
síntese in situ empregando um método no qual a substituição de solventes durante a 
síntese permitiu o controle do tamanho e distribuição das nanopartículas. Duas 
famílias de nanopartículas foram obtidas, com diâmetro médio de 6,3 ± 3,2 nm e 
27,8 ± 17,9 nm. A presença das nanopartículas conferiu aos materiais atividade 
antibacteriana e, em meio aquoso, a liberação da prata deu-se em duas etapas. 
Inicialmente, houve a liberação rápida de íons prata seguida da liberação de forma 
sustentada. Os materiais desenvolvidos neste trabalho mostraram potencial para 
diversas aplicações na área médica como suportes para o crescimento celular, 
biocurativos e sistemas de liberação sustentada de agentes antibacterianos. O 
desempenho dos filmes foi alcançado por métodos simples de produção e 
purificação, incluindo o uso de solventes de baixa toxicidade. Assim, além da 
potencial redução de custos, os bionanocompósitos mostraram uma excepcional 
adequação aos princípios da Química Verde. 
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The demand for biodegradable polymers and the need of reduction of environmental 
damage has motivated the search for bionanocomposites. In the medical field, those 
developed with hydrocolloids have been applied as bioactive wound dressings and 
as supports for cell growth in tissue regeneration therapies. The aim of this work was 
to develop bioactive films from bacterial cellulose and hydrocolloids (guar gum and 
hyaluronic acid), coated with collagen and impregnated or not with silver 
nanoparticles. Firstly, after a mechanical treatment it was obtained a suspension of 
cellulose nanofibers which, combined with the dispersions of hydrocolloids, was used 
to produce bionanocomposite films by wet casting. The films obtained were stable in 
physiological solution for 6 days and absorbed up to 6 times their mass in liquid. The 
materials were coated with collagen by dipping. The collagen self-organized in the 
films surface in a pattern morphologically similar to that found in living tissues. Cell 
adhesion tests and surface analysis by tensiometry, X-ray photoelectron 
spectroscopy and atomic force microscopy showed that the surface properties of the 
films can be adjusted by changing the proportions of the components. Silver 
nanoparticles where incorporated into films by in situ synthesis, using a method in 
which the replacement of solvents during the synthesis allowed to control the size 
and distribution of the nanoparticles. Two families of nanoparticles were obtained, 
with average diameter of 6.3 ± 3.2 nm and 2.,8 ± 17.9 nm.  The presence of 
nanoparticles gave rise to antibacterial materials and, in aqueous medium, the silver 
release took place in two stages. Initially, there was a rapid release, followed by 
sustained release of silver ions. The materials developed in this work showed 
potential for applications in the medical field as bioactive wound dressings, scaffolds 
for cellular growth and sustained release systems. The performance of the films was 
achieved by simple production and purification methods, including the use of low 
toxicity solvent. Thus, in addition to potential cost savings, the development of these 
bionanocomposites is in accordance with the Green Chemistry principles. 
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Nanocompósitos são materiais multifásicos nos quais ao menos uma das 
fases constituintes tem uma dimensão menor que 100 nm. A presença de uma fase 
constituída de nanopartículas ou nanofibras confere a esses materiais 
características muito distintas daquelas dos compósitos em que os componentes se 
apresentam em dimensões da ordem de micra ou maiores. 
Vários tipos de materiais, tanto orgânicos quanto inorgânicos, têm sido 
testados na produção de nanocompósitos. As fibras celulósicas (MALAININE, 
MAHROUZ e DUFRESNE, 2005; ORTS et al., 2005; SATYANARAYANA, ARIZAGA 
e WYPYCH, 2009) recebem atenção especial por serem biodegradáveis e 
renováveis, tendo menor impacto no ambiente do que suas contrapartidas sintéticas 
(SATYANARAYANA et al., 2011). 
A procura por biodegradabilidade e redução dos danos ambientais 
provocados por polímeros de origem fóssil levou a reconsiderações sobre as 
próprias matrizes poliméricas utilizadas naqueles compósitos, enfatizando a 
utilização de materiais de origem biológica constituídos por biopolímeros (ZHANG et 
al., 2006; ZHUANG e TAO, 2011). Os biopolímeros capazes de formar dispersões 
coloidais em água são denominados hidrocolóides (DICKINSON, 2003). Exemplos 
de hidrocolóides são os polissacarídeos de cadeia longa e as proteínas como o 
colágeno. Compósitos de hidrocolóides têm despertado interesse, principalmente, da 
indústria alimentícia (CHO et al., 2005) e médico-farmacêutica (AZIZ, ABU e 
CHONG, 2011; BOATENG et al., 2008; CAMPOCCIA, MONTANARO e ARCIOLA, 
2013; PUPPI et al., 2010) devido à ampla possibilidade de uso. Curativos a base de 
alginatos vêm sendo usados devido à sua capacidade de manter a umidade em 
ferimentos, o que acelera o processo de cicatrização (BOATENG et al., 2008, 
CZAJA et al., 2006). Muitos deles incorporam prata com finalidade antibacteriana 
(AZIZ, ABU e CHONG, 2011; CAMPOCCIA, MONTANARO e ARCIOLA, 2013; 
WIEGAND, HEINZE e HIPLER, 2009). 
Outro biomaterial que vem atraindo o interesse da área médica é a celulose 
bacteriana, tanto na produção de curativos quanto de scaffolds (templates 
biocompatíveis, posteriormente reabsorvidos pelo tecido) para engenharia de tecidos 
(FONTANA et al., 1990; MORESCHI e SIQUEIRA, 2009; RAMBO et al., 2008; WEI, 
YANG e HONG, 2011). Embora a celulose bacteriana não favoreça o 
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desenvolvimento de bactérias, ela não apresenta, por si só, características 
antibacterianas. A utilização de nanopartículas de prata com essa função é uma 
alternativa à incorporação de antibióticos (WIEGAND, HEINZE e HIPLER, 2009). A 
superfície da celulose é suscetível à adsorção dessas nanopartículas (BARUD et al., 
2008; DE SANTA MARIA et al., 2009) 
Embora o uso de hidrocolóides e de celulose bacteriana na produção de 
curativos seja uma realidade, não há até o momento no mercado nenhum produto 
que alie ambos os materiais. Tal produto poderia combinar as excepcionais 
propriedades mecânicas e de auxílio à cicatrização da celulose bacteriana com a da 
redução de custo proporcionada pelo uso de uma matriz de hidrocolóides.  
Existem estudos (BÄCKDAHL et al., 2006; HELENIUS et al., 2006; KHAN e 
AHMAD, 2013; MULLER et al., 2013; PUPPI et al., 2010; SVENSSON et al., 2005) 
no sentido de utilizar a celulose bacteriana em scaffolds para o crescimento de 
células do próprio corpo, permitindo assim sua aplicação em microcirurgias e na 
regeneração de tecidos destruídos por queimaduras. A incorporação de colágeno a 
tais materiais também vem sendo explorada, uma vez que o colágeno é necessário 
para o desenvolvimento das células humanas, além de proporcionar uma base de 
adesão para as mesmas (GASPAR et al., 2011; ZHONG et al., 2006).  
O presente trabalho apresenta materiais que combinam as características 
dos biomateriais descritos acima: a biocompatibilidade e capacidade de retenção de 
água da celulose bacteriana e do ácido hialurônico, a adesão celular proporcionada 
pelo colágeno e a atividade antibacteriana das nanopartículas de prata. A 
substituição parcial da celulose bacteriana e do ácido hialurônico pela goma guar 
visou à redução de custos e a melhor processabilidade em relação aos produtos já 
existentes. A goma guar é uma commodity cuja cotação atual (23/05/2014) é de US$ 
2,45/kg ou R$ 5,45/kg (GUARTODAY.COM, 2014). Já o ácido hialurônico grau 
alimentício/cosmético pode ser encontrado a granel por US$ 260/kg a US$ 550/kg 
(R$ 578/kg a R$ 1.223/kg), nos fornecedores mais baratos, de procedência chinesa 
(ALIBABA.COM, 2014; RIZHAO MEIBANGDA BIOLOGICAL TECHNOLOGY CO., 
2014). Os preços dos dois polissacarídeos distanciam-se ainda mais em 
fornecedores de reagentes para laboratórios (SIGMA-ALDRICH, 2014): R$ 
795,00/kg de goma guar, contra R$ 2.285,00/g de ácido hialurônico! Portanto, 
mesmo a substituição de uma fração do conteúdo de ácido hialurônico do material 
por goma guar representa uma grande redução do custo da matéria prima. 
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Os materiais desenvolvidos neste projeto oferecem uma alternativa para 
solucionar dificuldade encontrada no processamento da celulose bacteriana: a 
necessidade de crescimento da membrana de celulose já no formato e espessura 
adequados ao curativo ou scaffold, uma vez que o extremo emaranhamento das 
fibrilas dificulta a moldagem posterior do material. O uso de uma dispersão de 
nanofibras de celulose bacteriana como matriz para a incorporação dos 
hidrocolóides elimina a necessidade da moldagem do material ainda na fase de 
fermentação, utilizada na maioria das aplicações médicas (KLEMM et al., 2009; 
SHAH et al., 2013). 
Os bionanocompósitos foram desenvolvidos como parte do projeto 
“Prospecção e desenvolvimento, a partir de celulose bacteriana e hidrocolóides, de 
sistemas aplicados como membranas curativas”, inserido na Rede 
Nanobiotec/CAPES 2009 e coordenado pela Profa. Dra. Maria Rita Sierakowski. O 
trabalho foi realizado no grupo de pesquisa Biotecnologia em Polissacarídeos 
(BioPol), cujo know-how abrange vários dos temas abordados: celulose bacteriana 
(FARIA TISCHER et al., 2010; GOELZER et al., 2009; LIMA et al., 2011) e 
nanocompósitos de celulose bacteriana (DE SOUZA et al., 2013; WOEHL et al., 
2010); caracterização e modificação de polissacarídeos (DE FREITAS et al., 2011; 
FREITAS et al., 2004; LIMA et al., 1995; LUCYSZYN et al., 2011; MARTIN, 2003; 
MARTIN et al., 2003; PIRES et al., 2001), particularmente galactomananas (DE 
SOUZA et al., 2010; GANTER et al., 1992; GANTER e REICHER, 1999; GANTER, 
SABBI e REED, 2001; ONO et al., 2003); interações entre polissacarídeos 
(BRESOLIN et al., 1999; FREITAS et al., 2003; KOOP et al., 2009; LIMA-
NISHIMURA et al., 2003; LUCYSZYN et al., 2006; LUCYSZYN et al., 2007); 
desenvolvimento de fibras (LUBAMBO et al., 2013) e filmes de polissacarídeos (JO 
et al., 2009; LUBAMBO et al., 2009; PEREIRA et al., 2008; PICHETH et al., 2014; 
SIERAKOWSKI et al., 2002; SIERAKOWSKI et al., 2007; VALENGA et al., 2012); 
complexação com íons metálicos (MERCE et al., 1998; MERCE et al., 2000) e 









O termo “hidrocolóide” abrange os vários polissacarídeos extraídos de 
plantas, algas e fontes microbiológicas, além de biopolímeros modificados pelo 
tratamento químico ou enzimático do amido e da celulose. Além disso, proteínas que 
exibem comportamento em meio aquoso semelhante a esses polissacarídeos 
também podem ser classificadas como hidrocolóides (DICKINSON, 2003).  
Os géis de hidrocolóides exibem propriedades viscoelásticas, intermediárias 
aos líquidos e aos sólidos. O caráter líquido deve-se ao fato da água ser seu 
constituinte majoritário (>80%). As redes formadas pelas moléculas dos 
hidrocolóides em solução são responsáveis pelo seu comportamento próximo dos 
sólidos. Alguns géis de hidrocolóides passam reversivelmente à fase sol através da 
elevação ou abaixamento da temperatura, o que depende da natureza das 
interações não covalentes como ligações de hidrogênio ou interações hidrofóbicas 
(NISHINARI, ZHANG e IKEDA, 2000). 
As características reológicas, químicas e microbiológicas dos géis e 
soluções viscoelásticas de hidrocolóides podem ser ajustadas pela interação entre 
hidrocolóides. A interação pode ocorrer entre dois ou mais polissacarídeos  (DEA et 
al., 1977; RINAUDO e MORONI, 2009). Entre as combinações possíveis estão as de 
amido/xiloglucanas (FREITAS et al., 2003; YOSHIMURA, TAKAYA e NISHINARI, 
1999), amido/carragenana (TISCHER et al., 2006), ágar/galactomanana 
(LUCYSZYN et al., 2007; PEREIRA-NETTO et al., 2012), ágar/xiloglucana (LIMA-
NISHIMURA et al., 2003), alginato/galactomanana (VALENGA, 2007), goma 
gelana/xiloglucanas (DE SOUZA et al., 2013; MORRIS, NISHINARI e RINAUDO, 
2012; NISHINARI et al., 2006), goma xantana/galactomananas (BRESOLIN et al., 
1998; BRESOLIN et al., 1999; KOOP et al., 2012; SHOBHA e THARANATHAN, 
2009; UGHINI et al., 2004; ZHAN et al., 1993). Também são possíveis combinações 
de polissacarídeos com proteínas (NISHINARI, ZHANG e IKEDA, 2000), em 
particular a gelatina (DONG, WANG e DU, 2006; PAI e KHAN, 2002) e o colágeno 
(TSAI et al., 2006). 
Modificações químicas ou enzimáticas dos hidrocolóides também podem 
ajustar suas características. Alguns exemplos são a retirada de grupos acetil da 
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xantana  (KHOURYIEH et al., 2007), a degalactosilação de xiloglucanas (DE 
FREITAS et al., 2011; MARTIN, 2003), a oxidação de galactomananas 
(SIERAKOWSKI et al., 2002) e de xiloglucanas (FREITAS et al., 2004), a 
degradação térmica de colágeno (KOMSA-PENKOVA et al., 1996), a hidrólise 
enzimática de ácido hialurônico (TRANCHEPAIN et al., 2006) e de galactomananas 
(GANTER, SABBI e REED, 2001; MOREIRA e FILHO, 2008; PAI e KHAN, 2002; 
TAYAL, 1999).  
 
 
2.1.1 Goma guar 
 
As galactomananas são polissacarídeos heterogêneos largamente 
distribuídos na natureza. São encontrados, principalmente, no endosperma das 
sementes de leguminosas. Geralmente, possuem uma cadeia principal composta de 
unidades de D-manopiranosil (Man) unidas por ligações β-(1→4), as quais podem 
ser total ou parcialmente substituídas em C-6 por unidades de -D-galactopiranosil 
(Gal) (FIGURA 1). Portanto, diferem entre si pela razão Man/Gal. As variadas 
propriedades químicas dessas gomas as caracterizam como materiais muito 
versáteis, sendo aplicados na retenção de água, como espessantes, gelificantes, 
emulsificantes e na formação de filmes. Entre as indústrias que as utilizam estão as 
de papel, têxteis, de petróleo, perfuração, farmacêuticas, de alimentos, cosméticos e 
explosivos. As propriedades dessas gomas podem ser modificadas pela interação 
sinergética com outros monômeros e polímeros, principalmente aqueles que 
interajam com os numerosos grupos hidroxila presentes nas moléculas (MOREIRA e 
FILHO, 2008; SRIVASTAVA e KAPOOR, 2005).  
Galactomananas de diferentes fontes e suas associações com outros 
polissacarídeos têm sido pesquisadas por suas propriedades reológicas 
diferenciadas. Tais propriedades dependem da massa molar, disponibilidade de 
grupos cis-OH, substituintes e impedimentos estéreo entre as moléculas. O aumento 
da substituição por unidades de Gal estabelece um afastamento estéreo entre 
moléculas adjacentes, aumentando a solubilidade em água (UGHINI et al., 2004). 
A galactomanana mais importante comercialmente é a goma guar. É obtida 
das sementes de Cyamopsis tetragonaloba TAUB. A guar é cultivada 
tradicionalmente para a alimentação animal na Índia, país que responde pela maior 
25 
 
parte da produção mundial (SRIVASTAVA e KAPOOR, 2005). A goma guar possui 
uma razão Man/Gal igual a 2,0 – onde, em média, uma em cada duas unidades de 
Man está ligada a uma unidade de Gal (FIGURA 1). 
 
 
FIGURA 1 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA ESTRUTURA DA GOMA GUAR E SUAS 
UNIDADES CONSTITUINTES 
FONTE: Adaptado de  SRIVASTAVA e KAPOOR (2005) 
 
 
2.1.2 Ácido hialurônico 
 
O ácido hialurônico (HA) é um polissacarídeo de alta massa molar, membro 
de um grupo de polissacarídeos similares conhecidos como mucopolissacarídeos, 
nos quais se incluem o sulfato de condroitina, sulfato de dermatana, sulfato de 
queratana e heparina. O HA é um polímero linear, cuja unidade de repetição é um 
dissacarídeo que consiste em N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc) e ácido D-
glucurônico (GlcA) unidos por uma ligação glicosídica β-(1→4). Os dissacarídeos, 
por sua vez, são unidos por ligações β-(1→3) para formar a cadeia do HA (FIGURA 
2) (LAPCIK et al., 1998). 
Industrialmente, o HA é obtido de cristas de galo ou produzido por bactérias 
Streptococcus equi, S. zooepidermicus e Bacillus subtilis (GUILLAUMIE et al., 2010; 
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LAPCIK et al., 1998). A massa molar do HA varia em função da fonte de obtenção e 
do método de extração e purificação, de 104 a 107 g.mol-1 (LAPCIK et al., 1998). 
Ácido hialurônico de massa molar mais elevada é encontrado em tecidos normais 
intactos. Formas fragmentadas, de menor massa molar, são indicativo de stress 
(STERN et al., 2007). 
O HA é um dos principais componentes do humor vítreo (fluido que 
preenche o globo ocular); é abundante também na matriz extracelular e no fluido 
sinovial. É uma das mais higroscópicas moléculas naturais, sendo que uma 
molécula de HA hidratada pode reter até 1000 vezes sua massa em água. 
Apresenta comportamento reológico não-Newtoniano, com alta viscosidade em 
baixas taxas de cisalhamento e baixa viscosidade em altas taxas de cisalhamento 
(LAPCIK et al., 1998; RWEI et al., 2008). Assim, o HA é o principal responsável 
pelas propriedades reológicas do fluido sinovial, que apresenta comportamento 
viscoso em taxas de cisalhamento abaixo de 0,2 s-1 e elástico em taxas acima desse 
valor crítico (RWEI et al., 2008). 
 
 
FIGURA 2 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA ESTRUTURA DO ÁCIDO HIALURÔNICO E 
SUAS UNIDADES CONSTITUINTES 
FONTE: Adaptado de LAPCIK et al. (1998) 
 
Mais da metade do HA presente no corpo humano ocorre na pele, 
predominantemente no espaço intracelular, onde pode atingir concentrações de até 
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2,5 g.L-1. Além de servir como uma matriz onde as células estão imersas, o HA 
desempenha uma série de outras funções na pele, onde pode imobilizar água, 
mudando assim o volume dermal e a compressibilidade. Influencia, também, na 





O colágeno distingue-se de outras proteínas por se constituir de três α-
hélices de polipeptídios associadas numa estrutura de tripla hélice. Para que as três 
cadeias se associem, devem conter o menor dos aminoácidos, glicina (Gly) a cada 
três resíduos unidos em cada cadeia. Cada uma das três cadeias tem então a 
estrutura repetitiva (Gly-X-Y)n, onde X e Y podem ser quaisquer aminoácidos, 
frequentemente prolina e hidroxiprolina (FIGURA 3) (KADLER et al., 1996; RICARD-
BLUM e RUGGIERO, 2005). Mais de 20 famílias de colágeno geneticamente 
distintas já foram reportadas em tecidos animais (KADLER et al., 1996). 
Nos colágenos mais comuns (tipos a I, II, III, V e XI), a estrutura em tripla 
hélice dos colágenos pode se autoassociar em fibrilas (FIGURA 3c). Tal associação 
ocorre a partir da síntese do pró-colágeno, molécula constituída de uma sequência 
em tripla hélice ininterrupta de cerca de 300 nm de comprimento e 1,5 nm de 
diâmetro, terminando em estruturas globulares denominadas telopeptídeos N e C. 
Esses constituem cerca de 2% do colágeno e não possuem a estrutura repetitiva 
(Gly-X-Y)n, não adotando, portanto, a conformação em tripla hélice. No meio 
extracelular, a automontagem é regida por um processo entrópico de perda de 
moléculas de solvente e resulta em fibrilas com seção transversal circular, que 
minimiza a área externa das fibrilas. A alternância, nessa superestrutura, de 
sobreposições (overlaps) e vazios (gaps) gera um padrão estriado típico, com 
periodicidade axial D ≈ 67 nm (FIGURA 3b, d) (KADLER et al., 1996). Esse padrão é 
estabilizado pela reticulação covalente proporcionada pela enzima lisil oxidase, que 
inicia a deaminação oxidativa de terminais adjacentes do pró-colágeno (HULMES, 
2002; KADLER et al., 1996). O grau de reticulação aumenta com o envelhecimento 
dos tecidos, influenciando na solubilidade e dificuldade de extração do colágeno 
(HULMES, 2002). Preparações comerciais de colágeno bovino, por exemplo, 
costumam ser extraídas de tendões ou pele de bezerros. 
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O exame da estrutura primária do colágeno revela a presença frequente de 
pares de resíduos de aminoácidos com cargas opostas. Consequentemente, a 
presença de íons no meio influencia na desnaturação térmica do colágeno, com a 
redução de 0,2 °C na temperatura de desnaturação do colágeno a cada 1 mmol.L -1 
de sais monovalentes adicionados(KOMSA-PENKOVA et al., 1996). A desnaturação 
do colágeno pode ser reversível, permitindo sua reorganização posterior, porém 
temperaturas mais elevadas levam a uma quebra da estrutura primária e à 




FIGURA 3 – ORGANIZAÇÃO ESTRUTURAL DO COLÁGENO. (a) REPRESENTAÇÃO 
ESQUEMÁTICA DA TRIPLA α-HÉLICE DO COLÁGENO, INDICANDO OS RESÍDUOS DE 
AMINOÁCIDOS GLICINA (Gly), PROLINA (Pro) E HIDROXIPROLINA (Hyp). (b) SUPERESTRURA 
DAS FIBRILAS DE COLÁGENO; D É A PERIODICIDADE AXIAL. (c) IMAGEM DE MICROSCOPIA 
ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO DAS FIBRILAS. (d) IMAGEM DE MICROSCOPIA DE FORÇA 
ATÔMICA, EVIDENCIANDO O PADRÃO ESTRIADO DE UMA FIBRILA  
FONTE: Adaptado de KADLER et al. (1996) e RICARD-BLUM E RUGGIERO (2005) 
 
A já mencionada reorganização do colágeno a partir de soluções permite 
que o mesmo dê origem a várias estruturas, como fibras (ZEUGOLIS, PAUL e 
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ATTENBURROW, 2008), scaffolds porosos (GASPAR et al., 2011) e filmes 
adsorvidos em diversos tipos de superfícies (PAMUŁA et al., 2004; YOKOYAMA, 
KOBAYASHI e IWAKI, 2006). A forma mais utilizada de promover a automontagem 
do colágeno é a técnica de layer by layer (LBL), que consiste na deposição alternada 
de camadas de polímeros com polaridades opostas a partir de soluções. O colágeno 
apresenta carga positiva em pH ≤ 4. Consequentemente, ele pode ser depositado 
por LBL sobre vários polímeros que apresentem carga negativa nessa condição 
(GRANT et al., 2001). Polissacarídeos ácidos são particularmente adequados, 
promovendo a reorganização das fibrilas de colágeno mesmo em solução (TSAI et 
al., 2006). Dentre eles, destaca-se o ácido hialurônico, tanto na deposição em LBL 
(JOHANSSON et al., 2005; ZHANG et al., 2005), quanto em hidrogéis injetáveis 
(LEE e TUNG, 2010), ou em scaffolds porosos obtidos a partir da liofilização de 





A principal função da celulose, em organismos pluricelulares, é estrutural. É 
o biopolímero de maior ocorrência natural, sendo produzida por uma grande 
variedade de organismos, como bactérias, algas, animais marinhos (tunicados) e 
vegetais superiores (KLEMM et al., 2005; MATHEW e DUFRESNE, 2002). Estima-se 
que sua disponibilidade total na biosfera seja da ordem de 2 a 3.1011 t (FENGEL e 
WEGENER, 1989).  
A celulose é um homopolissacarídeo linear que consiste em unidades de D-
glucopiranose ligadas β-(1→4). O tamanho da molécula de celulose é normalmente 
expresso em termos do seu grau de polimerização, ou seja, o número de unidades 
de anidroglucose presentes numa cadeia. No entanto, a análise conformacional da 
celulose indica que a celobiose (4-O-α-D-glucopiranosil-α-D-glucopiranose) é sua 
unidade estrutural básica (FENGEL e WEGENER, 1989; KLEMM et al., 2005). O 
grau de polimerização da celulose varia amplamente, indo de 2.400 em algumas 
plantas, como o equiseto (Equisetum arvense), até 15.300 na fibra não tratada de 







FIGURA 4 – ESTRUTURA DA CELULOSE. AS LINHAS PONTILHADAS REPRESENTAM 
LIGAÇÕES HIDROGÊNIO. (a) CADEIA MOLECULAR E LIGAÇÕES HIDROGÊNIO 
INTRAMOLECULARES. (a) LIGAÇÕES HIDROGÊNIO INTERMOLECULARES. (b) VISTA DA 
ESTRUTURA CRISTALINA AO LONGO DA CADEIA MOLECULAR. (c) FORMAS ALOTRÓPICAS 
DA CELULOSE 
FONTE: Adaptado de KLEMM et al.(2005) e ZUGENMAIER ( 2001) 
 
As hidroxilas ligadas ao anel hemiacetálico encontram-se em posição 
equatorial em relação ao plano do anel, o que torna essa conformação 
extremamente estável (SOLOMONS, 1996). Os substituintes de anéis adjacentes 
encontram-se numa disposição quasi-planar que permite a formação de uma cadeia 
linear, na qual as cadeias adjacentes encontram-se alinhadas formando estruturas 
cristalinas estabilizadas por ligações de hidrogênio inter e intramoleculares (FIGURA 
4a) (FENGEL e WEGENER, 1989; KLEMM et al., 2005; ZUGENMAIER, 2001). 
Essas ligações resultam numa estrutura cristalina compacta e extremamente estável 
(FIGURA 4b), possuindo caráter hidrofílico em sua superfície, porém hidrofóbico no 
seu interior, o que torna a celulose insolúvel em água. Limitações termodinâmicas no 





cristalinas, regiões amorfas onde as moléculas encontram-se distribuídas ao acaso 
(DUFRESNE, 2009; KLEMM et al., 2005).Em 1984, Atalla e Vanderhart, a partir de 
estudos de ressonância magnética nuclear de carbono-13 (13C-NMR), identificaram 
na celulose nativa dois alomorfos, a celulose Iα, de empacotamento triclínico, e a Iβ, 
monoclínica (FIGURA 4c). A diferença entre as duas é explicada em termos das 
ligações de hidrogênio intermoleculares. A forma Iα predomina em algas e bactérias 
e é menos estável termodinamicamente, podendo ser convertida em Iβ por 
tratamento térmico a alta pressão. Nos vegetais superiores, predomina a celulose Iβ. 
A tunicina (celulose de tunicados) é celulose Iβ praticamente pura (HORII, 2001). 
A estrutura cristalina da celulose de origem vegetal pode ser considerada 
uma associação ordenada de fibrilas elementares, cuja espessura varia de 2 a 6 nm 
dependendo de sua origem e da metodologia usada para sua extração. Essas 
fibrilas associam-se em cristalitos cuja seção transversal pode chegar a 12 nm. Nos 
vegetais superiores, tais cristalitos encontram-se envoltos numa matriz de lignina, 
sendo que hemiceluloses compatibilizam as duas fases dessa estrutura conhecida 




FIGURA 5 – ORGANIZAÇÃO DA CELULOSE EM VEGETAIS SUPERIORES: (a) FIBRILA 
ELEMENTAR; (b) CRISTALITO; (c) MICROFIBRILA; (d) PAREDE CELULAR 






A celulose pode se apresentar em várias formas alomórficas. Na celulose 
nativa, denominada celulose I, as cadeias encontram-se arranjadas em um 
empacotamento paralelo. Já na celulose mercerizada (celulose II), regenerada a 
partir de um tratamento alcalino, o arranjo das cadeias é antiparalelo. O tratamento 
com amônia líquida origina a celulose III. O tratamento térmico da celulose III dá 
origem à celulose IV, que pode ser convertida na celulose original (KLEMM et al., 
2005; ZUGENMAIER, 2001).  
Uma variedade particular de celulose tem atraído a atenção dos 
pesquisadores em biocompósitos: a celulose bacteriana (CB). Conhecida desde 
longa data pelos produtores de vinagre como “mãe” ou “planta” do vinagre, consiste 
numa película gelatinosa e translúcida que se forma na superfície de culturas de 
bactérias Gram-negativas de vários gêneros, como Gluconacetobacter, Acetobacter, 
Agrobacterium, Achromobacter, Aerobacter, Sarcina, Azobacter, Rhizobium, 
Pseudomonas, Salmonella e Alcaligenes. Destas, as mais eficientes produtoras de 
CB são as do gênero Gluconacetobacter (CHAWLA et al., 2009). Este foi 
reclassificado como um gênero separado em 1997 (YAMADA, HOSHINO e 
ISHIKAWA, 1997), embora boa parte da literatura relativa à CB ainda refira-se à sua 
espécie mais explorada, G. xylinus, como Acetobacter xylinum. A película de CB é 
formada por uma rede aleatória de microfibrilas de menos de 100 nm de diâmetro 
(FIGURA 6). Sua estrutura consiste em longas cadeias de celulose alinhadas 
paralelas, entremeadas de regiões amorfas onde as cadeias não apresentam 
orientação definida. Segundo Koizumi et al. (2008), a região amorfa dos feixes de 
microfibrilas ocupa quase 90% de seu volume; no entanto, como é composta de até 
99% de água, contribui muito pouco para a massa total de celulose. A cristalinidade 
da celulose bacteriana como um todo é elevada, ficando em torno de 70% (DE 
SOUZA et al., 2013; KLEMM et al., 2005; WOEHL et al., 2010). 
A síntese das microfibrilas envolve um complexo proteico denominado 
complexo terminal (TC), situado na superfície externa da membrana celular da 
bactéria. Fileiras de até 60 TC sintetizam cadeias de celulose que se agrupam em 
microfibrilas que, por sua vez, formam feixes em forma de fita (FIGURA 6) com 80 x 
4 nm e vários μm de comprimento (IGUCHI, YAMANAKA e BUDHIONO, 2000; 
KOIZUMI et al., 2008). 
Os trabalhos de Iguchi, Yamanaka e Budhiono (2000) e Klemm et al. (2001) 
sugeriram alguns motivos para a produção das membranas de celulose pelas 
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bactérias: mantêm as colônias próximas à superfície do meio, rica em oxigênio; 
protegem as células da radiação ultravioleta; evita o ressecamento e facilitam a 
colonização de frutas (principal meio natural de proliferação do gênero 
Gluconacetobacter). A membrana confina as bactérias em um meio protegido de 




FIGURA 6 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA ORGANIZAÇÃO DA CELULOSE 
BACTERIANA 
FONTE: WOEHL (2009)  
 
Suas propriedades mecânicas superiores, aliadas à elevada pureza, tornam 
a celulose bacteriana um modelo ideal para pesquisa de materiais de alto 
desempenho (KLEMM et al., 2005; LEE et al., 2012). O módulo de Young das 
películas de CB, com valores entre 16 e18 GPa isotropicamente ao longo da 
superfície do plano, é extraordinariamente alto para materiais biológicos na forma de 
filmes (IGUCHI, YAMANAKA e BUDHIONO, 2000). O módulo de Young do 
colágeno, por exemplo, é de apenas 1,2 GPa (MUIZNIEKS e KEELEY, 2013), 
enquanto que o da pele humana varia entre 60 e 70 MPa (PAWLACZYK, 
LELONKIEWICZ e WIECZOROWSKI, 2013). A resistência mecânica da CB pode ser 
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atribuída à rede de ligações de hidrogênio intra e intermoleculares, à elevada 
cristalinidade e à estrutura hierárquica das nanofibrilas (MOON et al., 2011; 
NISHIYAMA, 2009). 
A CB apresenta ainda outra vantagem sobre a celulose proveniente de 
outras fontes. Nessas, há a necessidade de tratamento mecânico (ABE, IWAMOTO 
e YANO, 2007), químico (BONDESON, MATHEW e OKSMAN, 2006), enzimático 
(HAYASHI, KONDO e ISHIHARA, 2005) ou combinações desses (PÄÄKÖ et al., 
2007) para liberá-las da matriz lignocelulósica, a um custo energético elevado 
(NAKAGAITO e YANO, 2004). No caso da CB úmida, há necessidade apenas de se 
liberar as nanofibrilas de seu entrelaçamento, o que pode ser conseguido por ação 
mecânica (DE SOUZA et al., 2013) ou por tratamento enzimático brando (WOEHL et 
al., 2010). Mesmo o tratamento enzimático é facilitado, devido à maior 
suscetibilidade da celulose Iα às celulases (HAYASHI et al., 1998).  
Um fator que limita as aplicações tecnológicas da celulose bacteriana é a 
ausência de um processo econômico de produção em larga escala. Krystynowicz et 
al. (2002) apontaram alguns motivos para tal. Ao contrário de outros polissacarídeos 
que podem ser produzidos eficientemente em meios de cultura agitados, a celulose 
bacteriana tem de ser produzida em meio estático, pois num meio onde a agitação 
promove uma aeração uniforme, intenso crescimento celular é preferido em 
detrimento da síntese polimérica. Isso resulta no domínio das colônias de cepas não 
produtoras de celulose (Celˉ) em toda a cultura. Em condições de cultura 
estacionária, as colônias de cepas produtoras (Cel+) predominam. As propriedades 
físicas da celulose obtida em meio agitado também são inferiores, apresentando 
menor módulo de Young, menor cristalinidade e distribuição menos uniforme das 
fibrilas.  
Vários estudos têm procurado utilizar a celulose bacteriana como reforço 
estrutural em compósitos. As fibrilas podem ser incorporadas a uma matriz 
polimérica (DUFRESNE, 2009; GINDL e KECKES, 2004; LEE et al., 2012; WOEHL 
et al., 2010) ou, ao contrário, o polímero pode ser adsorvido numa matriz de celulose 
bacteriana (CHIAOPRAKOBKIJ et al., 2011; DE SOUZA et al., 2013; KURNIAWAN 
et al., 2013), ou mesmo adicionado ao meio de cultura (BROWN e LABORIE, 2007). 
Outra alternativa é a adição de nanopartículas ao meio de cultura (BUTCHOSA et 
al., 2013; YANO et al., 2008). 
35 
 
A capacidade de retenção de água da celulose bacteriana é muito superior à 
da celulose de outras fontes. Klemm et al. (2001) citam um valor de 1027%, contra 
apenas 60% para as fibras de algodão. Ao ser submetida à secagem, tal capacidade 
caiu para 629% na celulose bacteriana liofilizada e apenas 106% quando seca ao ar. 
 
 
2.3 CURATIVOS BIOATIVOS E SCAFFOLDS PARA ENGENHARIA DE TECIDOS 
 
Boateng et al. (2008) descreveram as principais características desejáveis 
em um curativo: manutenção de um ambiente úmido; absorção de sangue e 
exsudados; trocas gasosas (ar e vapor d’água); proteção contra infecções; 
isolamento térmico; baixa aderência (proteção contra trauma) e custo-benefício 
(maior rapidez de cicatrização e/ou menor frequência de trocas). Tais características 
não eram levadas em conta nos curativos tradicionais, como bandagens sintéticas 
ou naturais, algodão ou gaze, cuja função primária era manter a ferida seca e 
impedir o acesso de bactérias. 
A evolução dos curativos proveio de uma melhor compreensão do processo 
de cicatrização de ferimentos, que envolve quatro fases (BOATENG et al., 2008). A 
primeira, a fase inflamatória, ocorre logo após a hemóstase (coagulação pela 
formação de uma rede de fibrinogênio que se segue à liberação de sangue ou 
exsudados resultante do trauma). Na fase inflamatória, há uma vasodilatação local, 
com liberação de histamina e serotonina e ação de fagócitos que envolvem as 
células mortas (tecido necrótico). Na fase de migração, células epiteliais e 
fibroblastos migram para o local da ferida para repor o dano. A regeneração ocorre a 
partir das margens do ferimento, crescendo sobre a ferida, sob a camada seca 
formada durante a hemóstase. A fase de proliferação ocorre simultaneamente ou 
logo após a fase de migração. Tecido granular é formado pelo crescimento de 
capilares e vasos linfáticos. Colágeno é sintetizado pelos fibroblastos, dando forma e 
resistência mecânica à pele. Finalmente, a fase de maturação (também denominada 
remodelamento) envolve a formação de tecido conectivo e enrijecimento do epitélio 
que determina a natureza da cicatriz. 
Vários fatores (WIEGAND, HEINZE e HIPLER, 2009) podem modificar o 
curso do processo acima descrito. A presença de bactérias pode exacerbar os 
danos causados pelo ferimento. Alguns pacientes, notadamente idosos, diabéticos 
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ou vítimas de trauma extenso (como, por exemplo, queimaduras) desenvolvem as 
chamadas feridas crônicas, onde o processo estaciona na fase inflamatória, com 
elevados níveis de proteases, fatores pró-inflamatórios e radicais livres na região 
afetada, o que também amplia os danos celulares. O próprio curativo utilizado pode 
liberar resíduos tóxicos, apresentar alergenicidade ou dificultar as trocas gasosas 
com o ambiente. O acúmulo de exsudado sob o curativo pode causar maceração e 
facilitar o desenvolvimento de infecções (ELSNER e ZILBERMAN, 2010). Adesivos 
utilizados para manter o curativo em contato com a pele podem retardar a 
cicatrização, causar dor e desconforto (WARING et al., 2008).  
As dificuldades aqui descritas têm sido abordadas através do 
desenvolvimento de novos materiais curativos chamados bioativos. Estes, ao 
contrário dos curativos tradicionais, influenciam ativamente nos processos 
inflamatórios e de cicatrização e na prevenção de infecções. Isso pode ser 
alcançado através da liberação de fármacos, de fatores de crescimento celular, 
antibióticos ou nanopartículas com ação antibacteriana (CÔTÉ et al., 2004; DONG, 
WANG e DU, 2006; EL-RAFIE et al., 2010; ELSNER e ZILBERMAN, 2010; PARK, 
KIM e SUH, 2004; WIEGAND, HEINZE e HIPLER, 2009). Proporcionar uma 
superfície sobre a qual possa ocorrer a adesão e proliferação de fibroblastos de 
forma controlada é outra abordagem que pode complementar a liberação de 
fármacos (HUANG et al., 2012). 
O conceito de material bioativo não se limita a aplicações tópicas. Os 
chamados scaffolds atuam como um suporte à adesão e proliferação de células do 
próprio organismo, possibilitando a reconstituição de tecidos. Bose, Roy e 
Bandyopadhyay (2012) citam como características de um scaffold ideal:  
- biocompatibilidade, ou habilidade para sustentar atividade celular normal 
sem efeitos tóxicos locais ou sistêmicos; 
- propriedades mecânicas compatíveis com o tecido a ser reconstituído; 
- tamanho de poros que permita interconectividade entre as células e difusão 
de nutrientes e oxigênio; 
- biorreabsortividade, a capacidade de se degradar à medida que o tecido se 
regenera. 
Entre as novas formas de se produzir scaffolds nanoestruturados, Saiz et al. 
(2013) citam a deposição assistida mecanicamente ou robocasting; freeze casting, 
que aproveita a microestrutura do gelo como template de materiais poroso 
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lamelares; mineralização de hidrocolóides em solução e biomineralização por 
difusão. A esses se somam os processos já bem conhecidos de liofilização de 
hidrocolóides (PARK, KIM e SUH, 2004), eletrospinning de nanofibras de polímeros 
(ZHONG et al., 2006) e injeção direta de géis que mimetizam a matriz extracelular 
(LEE e TUNG, 2010). A seguir veremos como hidrocolóides, em especial sistemas 
envolvendo polissacarídeos, vêm sendo explorados como materiais bioativos. 
 
 
2.4 APLICAÇÕES MÉDICAS DE CELULOSE BACTERIANA E HIDROCOLÓIDES 
 
Vários sistemas de hidrocolóides de polissacarídeos ou de suas blendas 
com outras macromoléculas, naturais ou sintéticas, encontram aplicação na área da 
saúde. A produção de curativos é um das mais importantes, envolvem o uso da 
quitosana, pectina, ácido hialurônico, sulfato de condroitina ou alginatos e hidrogéis 
não polissacarídicos, como de colágeno e polímeros sintéticos (BOATENG et al., 
2008). 
Outra aplicação dos hidrocolóides é na liberação controlada de fármacos. 
Além dos hidrocolóides citados acima, de uso farmacêutico corrente, uma série de 
outros polissacarídeos naturais tem sido testados com essa finalidade (COVIELLO 
et al., 2007b; RAMYA DEVI et al., 2013). Podemos destacar os sistemas envolvendo 
xiloglucanas em sistemas nanoestruturados (JO et al., 2010; PEREIRA et al., 2008; 
RIBEIRO et al., 2009). As galactomananas são polissacarídeos de grande 
disponibilidade e custo reduzido, embora sua utilização em sistemas de liberação 
seja relativamente pouco estudada (COVIELLO et al., 2007a; COVIELLO et al., 
2007b). Outra aplicação promissora das galactomananas é sua adsorção a 
substratos sólidos visando à imobilização de biomoléculas, o que permitiria o 
desenvolvimento de biossensores (SIERAKOWSKI et al., 2002; VALENGA et al., 
2012). 
O ácido hialurônico encontra diversas aplicações médicas, como substitutos 
temporários da pele no tratamento de queimaduras (PARK, KIM e SUH, 2004) e em 
aplicações oftálmicas (GUILLAUMIE et al., 2010). Devido a suas propriedades 
antioxidantes, o HA serve como componente anti-inflamatório em curativos (KOGAN 
et al., 2007). Seu elevado custo, no entanto, tem motivado a procura de substitutivos 
como, por exemplo, as galactomananas (CASTRO et al., 2007). 
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Barbucci et al. (2010) mostraram que o HA, em combinação com a 
carboximetilcelulose (CMC), é efetivo na produção de scaffolds para crescimento 
celular, na forma de “hidrogéis interpenetrantes” (IPH). Os IPH são produzidos pela 
mistura de soluções dos polímeros individuais sob elevada tensão de cisalhamento. 
O gel resultante tem propriedades tixotrópicas que permitem que seja injetado, 
recuperando sua estrutura quando em repouso. A combinação goma guar-CMC 
também foi testada no trabalho acima, embora o número de células aderidas ao 
hidrogel resultante tenha sido menor. 
A elevada retenção de água, aliada à biocompatibilidade, despertaram o 
interesse em aplicações médicas da celulose bacteriana. A principal aplicação 
comercial, até o momento, é a produção de curativos bioativos (CZAJA et al., 2006; 
FONTANA et al., 1990; MORESCHI e SIQUEIRA, 2009; SHAH et al., 2013). Tais 
curativos permitem uma cicatrização mais rápida, reduzem a dor e a necessidade de 
cuidados diários em feridas. A manutenção de um ambiente úmido em torno da 
ferida, a absorção dos exsudados e a acomodação à superfície do ferimento em 
nanoescala contribuem para a cicatrização e regeneração celular. Em queimaduras 
de segundo e terceiro grau, as membranas facilitam a remoção de resíduos 
necróticos e aceleram o processo de reepitelização como um todo (CZAJA et al., 
2006). Para que os curativos permitam a oxigenação dos tecidos e a drenagem de 
fluidos produzidos pelo ferimento, tornou-se necessário desenvolver processos de 
produção controlada de poros de tamanho variável (FONTANA et al., 1990; RAMBO 
et al., 2008). 
Os primeiros estudos do uso da celulose bacteriana na produção de vasos 
artificiais para microcirurgia (KLEMM et al., 2001) chamaram a atenção para a 
capacidade da CB de atuar como substrato biocompatível para o crescimento 
celular. A aplicação da CB em scaffolds para regeneração tecidual passou a ser 
prospectada para cartilagem (SVENSSON et al., 2005), tecido muscular 
(BÄCKDAHL et al., 2006) e principalmente tecido ósseo (BOSE, ROY e 
BANDYOPADHYAY, 2012; PUPPI et al., 2010; SAIZ et al., 2013; ZABOROWSKA et 
al., 2010). Aplicações odontológicas também foram exploradas (CATALFAMO et al., 
2013; OLYVEIRA et al., 2013). A utilização comercial na área odontológica iniciou-se 
na década de 90 com um produto comercial brasileiro, a membrana de CB 
Gengiflex® (Biofill Produtos Biotecnológicos, Curitiba, PR). Atualmente, três 
empresas produzem membranas de celulose bacteriana no Brasil, a Membracel 
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Produtos Biotecnológicos Ltda. (Almirante Tamandaré, PR), a Bionext Produtos 
Biotecnológicos Ltda. (São José dos Pinhais, PR) e a IPFB – indústria de Produtos 
Farmacêuticos e biotecnológicos Ltda. Estas produzem curativos de CB pura para 
aplicação tópica, principalmente em feridas crônicas e queimaduras (BIONEXT, 
2014; MEMBRACEL, 2014) 
As propriedades curativas naturais das membranas de CB podem ser 
melhoradas pela incorporação de um agente antibacteriano como, por exemplo, 
nanopartículas de prata, como descrito a seguir. 
 
 
2.5 NANOPARTÍCULAS DE PRATA 
 
A incorporação de nanopartículas de prata à celulose (não apenas a 
bacteriana) tem sido estudada com a finalidade de atribuir propriedades bactericidas 
ou bacteriostáticas tanto para embalagens de alimentos (FERNÁNDEZ et al., 2009) 
quanto para aplicações médicas (MANEERUNG, TOKURA e RUJIRAVANIT, 2008; 
PINTO et al., 2009). 
As nanopartículas são produzidas pela redução íons prata (usualmente 
provenientes de AgNO3 em meio aquoso) na presença de agentes estabilizantes. 
Esse processo pode ocorrer por meios físicos: radiação UV (FERNÁNDEZ et al., 
2009; PINTO et al., 2009) ou γ (SHIN et al., 2004), aquecimento (KOTEL'NIKOVA et 
al., 2003), ablação a laser (RHIM et al., 2014; ZAMIRI et al., 2011) ou radiação 
ultrassônica (CHO et al., 2005). O mais frequente, no entanto, é a utilização de 
agentes redutores como o borohidreto de sódio (BARUD et al., 2008; LUONG, LEE e 
NAM, 2008; MANEERUNG, TOKURA e RUJIRAVANIT, 2008), a hidrazina, a 
hidroxilamina (DE SANTA MARIA et al., 2009), a trietanolamina (BARUD et al., 
2008), o ácido ascórbico (DE SANTA MARIA et al., 2009; SONDI e SALOPEK-
SONDI, 2004) e o ácido tânico (SEREBRYAKOVA, URYUPINA e ROLDUGHIN, 
2005; VYSOTSKY et al., 2009). O processo de oxirredução pode ser auxiliado 
eletroquimicamente (REICHA et al., 2012). Extratos de plantas ou fungos também 
são utilizados com essa finalidade, embora permitam um menor controle de tamanho 
e polidispersão (EL-RAFIE et al., 2010; GHASEMINEZHAD, HAMEDI e 
SHOJAOSADATI, 2012; HE et al., 2013) 
Para que os processos de redução mencionados produzam partículas de 
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dimensões nanométricas, é necessário utilizar um agente que estabilize as 
nanopartículas formadas, a fim de controlar o crescimento e evitar a posterior 
agregação das mesmas. Embora um dos estudos (MANEERUNG, TOKURA e 
RUJIRAVANIT, 2008) tenha dispensado o uso de agente protetor, os demais 
utilizam os mais diversos, como a gelatina (DE SANTA MARIA et al., 2009), amido 
(GHASEMINEZHAD, HAMEDI e SHOJAOSADATI, 2012), a dextrana (BANKURA et 
al., 2012) e polímeros sintéticos, como o poli(acetato de vinila) (SEREBRYAKOVA, 
URYUPINA e ROLDUGHIN, 2005) e a poliacrilonitrila (LUONG, LEE e NAM, 2008). 
Os polissacarídeos podem atuar simultaneamente como agente passivante e na 
nucleação das nanopartículas (ABDEL-HALIM e AL-DEYAB, 2011; ABDEL-HALIM, 
EL-RAFIE e AL-DEYAB, 2011; ABDEL-MOHSEN et al., 2012; MOHAN et al., 2007; 
VIMALA et al., 2009). 
Uma série de fatores parece influenciar no tamanho, polidispersividade e 
estabilidade das nanopartículas formadas. A maioria dos estudos relatados acima 
cita a razão redutor/Ag+, a natureza do agente passivante e o pH como 
determinantes. No caso dos sistemas envolvendo fibras celulósicas, um fator 
adicional deve ser levado em conta: a ancoragem dos íons Ag+ à superfície das 
fibras, devido à interação íon-dipolo entre eles e os grupamentos hidroxila e 
hemiacetal da celulose (BARUD et al., 2008; FERNÁNDEZ et al., 2009). Os poros na 
superfície das fibras celulósicas podem atuar como nanorreatores, favorecendo a 
síntese e a estabilização das nanopartículas (FERNÁNDEZ et al., 2009).  
O controle do tamanho e a polidispersividade das nanopartículas são 
fundamentais em aplicações médicas. A ação bactericida das  AgNP é dependente 
do tamanho. Nanopartículas menores tem maior ação sobre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (DAL LAGO et al., 2011), sendo que as mais efetivas 
são as de dimensões na faixa de 1 a 10 nm, agindo tanto por adesão à membrana 
celular quanto penetrando na célula (MORONES et al., 2005). A toxicidade para 
células eucarióticas in vitro também é maior em partículas menores. Carlson et al. 
(2008) mostraram que AgNP de 15 nm tem maior efeito citotóxico sobre macrófagos 
de rato do que partículas de 30 e 55 nm produzidas pelo mesmo método. Park et al. 
(2011) identificaram a mesma tendência comparando a ação de AgNP de 20, 80 e 
113 nm sobre macrófagos e fibroblastos de rato. No entanto, há estudos in vivo 
contradizendo essa tendência (GORTH, RAND e WEBSTER, 2011). Embora 
Schluesener e Schluesener (2013) destaquem a escassez de estudos confiáveis 
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sobre os efeitos das AgNP no organismo e Eardley, Watts e Clasper (2012) alertem 
para a dificuldade de se extrapolar estudos in vitro ou in vivo para a prática clínica, 
há um consenso crescente no sentido de se utilizar curativos baseados em AgNP 
sempre que o benefício da redução de carga bacteriana e da resposta inflamatória 
superar eventuais danos causados pela citotoxicidade da prata (INTERNATIONAL 
CONSENSUS, 2012; EARDLEY, WATTS e CLASPER, 2012). 
Uma das características das nanopartículas metálicas, em particular as de 
metais nobres, é a capacidade de absorver radiação eletromagnética na faixa de 
comprimentos de onda da luz visível, o que leva ao desenvolvimento de intensa 
coloração. Dispersões coloidais de ouro ou prata são aplicadas desde a antiguidade 
clássica na coloração de vidro e cerâmica. No entanto, somente em 1857 Faraday 
relacionou as cores observadas com a presença, nessas dispersões, de diminutas 
partículas metálicas, chegando a postular uma relação entre o tamanho das mesmas 
e as cores observadas (MOORES e GOETTMANN, 2006). 
Com o desenvolvimento, no Séc. XX, de técnicas espectroscópicas de 
análise, identificou-se no espectro de UV-VIS das nanopartículas metálicas a 
presença de uma intensa banda de absorção, denominada banda de ressonância 
plasmônica, responsável pela coloração observada. A espectrofotometria de UV-VIS 
e técnicas associadas, como a Espectroscopia de reflectância difusa no ultravioleta-
visível (DRUV-VIS), passaram a ser de fundamental importância na identificação e 
caracterização das nanopartículas. A posição, intensidade e forma da banda de 
ressonância plasmônica dependem de vários fatores: as constantes dielétricas do 
metal e do meio circundante, interações eletrônicas entre a nanopartícula e os 
agentes passivantes, tamanho e forma das nanopartículas e distância entre as 
mesmas (KELLY et al., 2002; LINK e EL-SAYED, 2000; MOORES e GOETTMANN, 
2006). 
A banda plasmônica se origina quando a nanopartícula é irradiada por luz. O 
campo elétrico oscilante faz com que os elétrons livres da banda de condução 
oscilem. Quando a partícula tem tamanho inferior ao do comprimento de onda, o 
campo elétrico percebido por todos os elétrons da banda de condução é 
praticamente o mesmo, fazendo com que eles se desloquem de forma coerente. O 
deslocamento conjunto dos elétrons para um dos lados da partícula gera um dipolo 
elétrico na partícula. Esse dipolo origina uma força restauradora de natureza 
coulômbica que resulta na oscilação da nuvem de elétrons. A frequência de 
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oscilação é determinada por quatro fatores: a densidade eletrônica, a massa efetiva 
de elétrons, a forma e o tamanho da distribuição de cargas. Modos mais complexos 
de oscilação podem ocorrer, como o modo quadrupolo, onde metade da nuvem 
eletrônica move-se paralela ao campo elétrico e a outra metade, antiparalela (KELLY 
et al., 2002). 
A primeira explicação teórica para o desenvolvimento da banda plasmônica 
deve-se a Mie (1908). Resolvendo as equações de Maxwell para uma onda 
eletromagnética interagindo com pequenas esferas, Mie proporcionou uma forma de 
relacionar as características da banda plasmônica com as das partículas envolvidas. 
Para nanopartículas de prata esféricas de 20 nm de diâmetro, por exemplo, o 
modelo de Mie prevê o desenvolvimento de uma banda estreita em 367 nm 
relacionada com a oscilação de dipolo, o que concorda com a experiência (KELLY et 
al., 2002). Com o aumento do diâmetro das nanopartículas, dois efeitos são 
observados. O primeiro é o deslocamento para o vermelho da banda de dipolo, e o 
segundo, o surgimento de uma em maior comprimento de onda relacionada ao 
momento de quadrupolo (KELLY et al., 2002). Na faixa de tamanhos acima de 20 
nm, observa-se também o alargamento da banda relacionada ao dipolo (LINK e EL-
SAYED, 2000). 
A forma das nanopartículas influencia em seu espectro de absorção. 
Partículas alongadas apresentam dois modos de oscilação, transversal e 
longitudinal, que correspondem a duas bandas (MOORES e GOETTMANN, 2006), 
sendo que a banda em maior comprimento de onda é fortemente dependente da 
razão de aspecto das nanopartículas. Em esferoides oblatos de prata de 30 nm de 
diâmetro, a mudança da razão de aspecto de 1 para 10 causa um deslocamento de 
mais de 400 nm no máximo da banda de absorção (KELLY et al., 2002). 
O meio dielétrico que envolve a partícula também afeta o comprimento de 
onda da banda plasmônica. Este varia de forma aproximadamente linear com o 
índice de refração do solvente circundante (KELLY et al., 2002). A interação das 
nanopartículas com os passivantes também altera o comprimento de onda 
absorvido, não só pela alteração do meio dielétrico, mas, também, devido à 
coordenação das ligações presentes nos passivantes com os elétrons do metal 
(MOORES e GOETTMANN, 2006). A adesão das nanopartículas a substratos 
sólidos pode, de forma semelhante, deslocar a banda plasmônica em até 100 nm 





3.1 OBJETIVO GERAL 
 
Desenvolver nanocompósitos bioativos a partir de filmes de celulose 
bacteriana adsorvidos de hidrocolóides (goma guar e ácido hialurônico), revestidos 
de colágeno, impregnados ou não com nanopartículas de prata. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Produzir filmes bionanocompósitos de celulose e hidrocolóides; 
 Analisar a interação entre os componentes dos filmes; 
 Investigar o comportamento dos filmes em meio fisiológico; 
 Depositar colágeno sobre os filmes e investigar sua biocompatibilidade e 
adesão celular; 
 Investigar as características de superfície dos filmes; 
 Produzir as nanopartículas de prata in situ nos filmes e caracterizá-las; 
 Analisar a liberação de prata em meio líquido; 
 Pesquisar in vitro a citotoxicidade, biocompatibilidade e ação 









4.1.1 Obtenção e purificação dos hidrocolóides 
 
A galactomanana de goma guar foi obtida a partir da purificação de goma 
guar comercial (Sigma-Aldrich, lote 098K0122). Para isso, 3 g de goma guar foram 
adicionados lentamente a 200 mL de água a uma temperatura de 80 °C sob agitação 
magnética intensa. A dispersão obtida foi mantida sob agitação a 60 °C por 2 horas, 
e a temperatura ambiente (25 °C) por 16 h. A suspensão resultante foi centrifugada 
a 1000 g para separar os contaminantes insolúveis presentes na goma guar 
comercial. O sobrenadante foi dialisado contra água ultrapura em membranas de 
acetato de celulose, com trocas periódicas da água, até que não se verificasse 
variação da condutividade. A solução foi então liofilizada e a galactomanana 
purificada (GG) guardada para uso posterior. 
Os demais hidrocolóides - sal sódico do ácido hialurônico (HA, lote 1420500 
4279167) e colágeno (tipo I, de tendão de aquiles bovino, lote 017K7018) - foram 
adquiridos da Sigma-Aldrich e utilizados sem  purificação adicional. 
 
 
4.1.2 Cromatografia de exclusão por tamanho de alta eficiência acoplada a 
multidetectores (RI, LALLS, RALLS e viscosimétrico) 
 
A GG e o HA foram caracterizados por cromatografia de exclusão por 
tamanho de alta eficiência (HPSEC, do inglês high performance size exclusion 
chromatography). Soluções de 0,2 g.L-1, 0,6 g.L-1 e 1,0 g.L-1 dos polissacarídeos em 
NaNO3 0,1 mol.L
-1 contendo 200 ppm de NaN3 foram filtradas sequencialmente em 
membranas de éster de celulose (Millipore) de 0,8 μm, 0,45 μm e 0,22 μm 
(LUBAMBO et al., 2013). 100 μL de cada solução foram injetados em coluna de 
poli(hidroximetacrilato) OH-Pack SB-806M HQ (Shodex Denko) de diâmetro de 8 
mm e comprimento de 300 mm, com limite de exclusão de 2x107 g.mol-1, a qual foi 
mantida em forno a 40 °C, a fase móvel foi a mesma usada no preparo das 
soluções. A coluna foi acoplada a um sistema multi-detetor Viscotek (Malvern Co., 
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Estados Unidos), modelo VE3580 (refratômetro diferencial, viscosímetro e detector 
de ultravioleta). Esse sistema estava acoplado a um detector de espalhamento de 
luz laser (λ = 632,8 nm), modelo 270 Dual Detector (Viscotek), constituído por 
espalhamento de luz a baixo ângulo, 7º (Low Angle Laser Light Scattering, LALLS) e 
a ângulo reto (Right Angle Laser Light Scattering, RALLS). Foram utilizados padrões 
cromatográficos (Viscotek) de massa molar conhecida, o poli(óxido de etileno) 
(22x103 g.mol-1) e a dextrana (70x103 g.mol-1), em soluções preparadas com a 
mesma fase móvel (DE SOUZA et al., 2010). Os valores de dn/dc (incremento do 
índice de refração com o incremento da concentração) foram obtidos da literatura, 
sendo 0,132 para a GG (LUBAMBO et al., 2013) e 0,150 para o ácido hialurônico 
(LUAN et al., 2011; TRANCHEPAIN et al., 2006). 
O processamento dos resultados das análises foi feito em software Omnisec 
(Malvern). Foram determinados a massa ponderal média (Mw), índice de 




      (1) 
que relaciona a viscosidade intrínseca [η] com a massa molar através das 





A citotoxicidade in vitro da GG e do HA foi determinada pelo método do MTT  
(DENIZOT e LANG, 1986; LUCYSZYN et al., 2011; MARQUES, REIS e HUNT, 
2002). Primeiramente, em microplacas de 96 poços, os fibroblastos de camundongo 
(L929) foram cultivados em meio DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium, Sigma), 
suplementado com 10% de soro fetal bovino, antibióticos (enrofloxacina, penicilina 
G-potássica e sulfato de estreptomicina) e o antifúngico anfotericina B. Os 
polissacarídeos foram dissolvidos em solução fisiológica (PBS pH 7,2) em 
concentrações de 6,5 a 3300 µg.L-1 e as soluções autoclavadas a 121 °C por 15 min. 
O meio de cultura nos poços foi retirado e substituído pelas soluções de 
polissacarídeos, em triplicata, usando 8 poços para cada solução. Após incubação 
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por 72 h, foram adicionados 50 L de solução de brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) a 1 g.L-1 e mantidos em estufa de CO2 (5,0%) por 3h, a 
37oC. Os cristais de formazan formados no interior das células viáveis foram 
solubilizados em DMSO (50 L/poço), sendo a leitura da absorbância realizada em 
leitora de microplacas Thermoplate, modelo TP-Reader, no comprimento de onda de 
540 nm (subtraindo a absorbância de interferência da placa). 
Para verificar a existência de diferença estatisticamente significativa entre a 
média de absorbância dos controles e as médias de absorbância das células 
cultivadas com os polissacarídeos, foi aplicado o teste t (Student) com p < 0,02; 
além do teste F (Fisher-Snedecor) para avaliar diferenças entre as variâncias das 
amostras (BOLTON, 1990; LUCYSZYN et al., 2011). 
Os experimentos acima foram realizados no Laboratório de Microbiologia 
Yasuyoshi Hayashi – Departamento de Patologia Básica – UFPR, com a 
colaboração da Profa. Dra. Lucy Ono. 
 
 
4.1.5 Preparo das dispersões de hidrocolóides 
 
Foram preparadas dispersões de GG, HA e de misturas de HA:GG, todas 
com concentração total de polissacarídeos igual a 1% (m/m) em água. As 
proporções mássicas HA:GG adotadas para as misturas foram 1:9, 1:3 e 1:1.  
Dois procedimentos foram adotados para o preparo das misturas. O primeiro 
(BRESOLIN et al., 1999) consistiu na lenta adição de 1,00 g de HA ou GG a água 
ultrapura suficiente para 100 g, a 25°C sob agitação magnética constante. A 
agitação foi mantida por 16 h. As misturas foram então preparadas pela mistura de 
alíquotas de cada solução e agitação vigorosa por mais 30 min visando a 
homogeneização das misturas. No segundo procedimento (TAKO et al., 2010) a 
goma guar (0,90 g, 0,75 g ou 0,50 g) foi adicionada lentamente a 80 g de água a 
80°C sob agitação. A temperatura foi então reduzida a 60°C e a agitação mantida 
por 2 h. O ácido hialurônico (0,10 g, 0,25 g ou 0,50 g) foi acrescido após o 
resfriamento até 25°C, devido à sua facilidade de degradação térmica (STERN et al., 
2007). A água foi completada até a massa final de 100 g. As misturas foram então 
mantidas sob agitação por 16 h, para completa hidratação dos polissacarídeos.  
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As dispersões de colágeno foram preparadas pela adição 50,0 mg de 
colágeno em 50 mL de solução de ácido acético 0,1 mol.L-1, com o auxílio de um 
homogeneizador do tipo ultraturrax (Ultra 80, da Ultrastirrer), a 5000 rpm.  Foi obtida 
uma dispersão grosseira, a qual foi acondicionada em banho de gelo. Após atingir 4 
a 5 °C (KOMSA-PENKOVA et al., 1996; ZEUGOLIS, PAUL e ATTENBURROW, 
2008), a homogeneização prosseguiu por 5 min, agora a 22 000 rpm. 
 
 
4.1.6 Caracterização das dispersões de hidrocolóides 
 
4.1.6.1 Espalhamento de luz dinâmico 
 
Medidas de espalhamento de luz estático (SLS, static light scattering) e 
dinâmico (DLS, dynamic light scattering) foram realizadas empregando um 
goniômetro automático de comando digital BI200SM 2.0 (Brookhaven Instruments, 
Holtsville, NY, EUA) e radiação laser He-Ne (comprimento de onda de 632,8 nm). 
Soluções de GG com concentração de 0,12 a 1 mg.mL-1 em 0,1 mol.L-1 de NaNO3 
foram colocadas em cubetas e imersas numa câmara termostatizada a 25 °C, 
contendo decalina. Os valores de intensidade de luz espalhada foram coletados no 
ângulo de espalhamento de 90°, para os experimentos de DLS, e de 30° a 150°, nos 
experimentos de SLS. As funções de autocorrelação da intensidade foram obtidas 
por um autocorrelador BI-9000AT. O algoritmo CONTIN foi empregado para o 
cálculo do raio hidrodinâmico. O software BI Light Scattering (Brookhaven) foi 
utilizado para o tratamento dos dados dos experimentos de luz estático empregando 
o formalismo de Zimm. 
Os experimentos de espalhamento de luz descritos acima foram realizados 
no Departamento de Bioquímica, sob a supervisão da Profa. Dra. Joana Lea Meira 
Silveira. 
A interação entre os polissacarídeos em solução foi investigada em um 
equipamento de espalhamento de luz dinâmico NanoDLS Particle Size Analyzer 
(Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, NY, EUA), no ângulo de 
espalhamento de 90°, com uma fonte de luz laser de λ = 632 nm. As análises foram 
efetuadas injetando-se em fluxo contínuo soluções com concentração de 1 g.L-1 dos 
polissacarídeos em 0,1 mol.L-1 de NaNO3 a 25 °C. As soluções foram adicionadas 
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em uma câmara de mistura acoplada ao equipamento, o que permitiu o 
estabelecimento de rampas de concentração pela adição progressiva de 0,1 mol.L -1 
de NaNO3, de solução de GG ou de HA. Foi determinado o raio hidrodinâmico médio 
(Rh) dos polissacarídeos individuais e de suas misturas em diferentes proporções. 
 
 
4.1.6.2 Análises reológicas 
 
As propriedades reológicas foram investigadas em um reômetro Haake RS-1 
(BRESOLIN et al., 1997; 1999). Curvas de fluxo foram obtidas para dispersões de 
GG, HA e de misturas de HA:GG 1:1, 1:3 e 1:9, todas com concentração total de 
polissacarídeos igual a 1% (m/m), preparadas conforme detalhado no item 4.1.5. Os 
ensaios foram realizados à temperatura de 25 °C, mantida com um banho circulante 
termoestável Haake DC 30 (Thermo Electron Corporation). Para as curvas foram 
utilizadas taxas de cisalhamento de 0,1 a 100 s-1, com as amostras depositadas 
sobre a placa do reômetro e medidas com um sensor cone-placa C60/2Ti(60 mm de 
diâmetro e ângulo de 2°). Os demais ensaios reológicos foram realizados com as 
misturas que apresentaram a maior sinergia entre os polissacarídeos. 
Medidas em sistemas oscilatórios com frequências fixadas em 0,1 Hz, 1 Hz, 
5 Hz e 10 Hz foram realizados com o mesmo sensor. Tais procedimentos serviram 
para estabelecer a região de viscoelasticidade linear do sistema. Nessa região, 
ensaios de varredura de frequência permitiram determinar a viscosidade dinâmica 
complexa (*) e dos módulos de cisalhamento elástico (G’) e viscoso (G’’). 
 
 
4.1.6.3 Caracterização térmica das dispersões 
 
Os mesmos sistemas testados nas análises reológicas foram analisados por 
microcalorimetria diferencial de varredura. Foram investigadas as energias de 
interação entre os componentes dos sistemas e mudanças de conformação em 
função da temperatura. Os ensaios foram conduzidos em equipamento SETARAM 
μDSC-III, em três ciclos consecutivos de aquecimento-resfriamento de 5-90-5 °C, a 




4.1.6.4 Microscopia de força atômica de filmes dos polissacarídeos 
 
A capacidade de formação de filmes da mistura HA:GG foi investigada 
através de microscopia de força atômica (AFM, atomic force microscopy). Filmes 
foram obtidos por casting da mistura de soluções aquosas de HA:GG com teor total 
de polissacarídeos de 10 mg.g-1  em placas de poliestireno, em estufa a 40 °C por 48 
h. Imagens de AFM dos filmes foram então adquiridas em um equipamento Agilent 
550 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). Pontas Mikromasch NSC35 
(Nanoworld AG, Neuchâtel, Suíça) com constante elástica nominal de 14 N.m-1 e 
frequência de ressonância de 150 kHz foram utilizadas para obter imagens de 
topografia e fase nos modos não-contato e dinâmico (tapping). As varreduras foram 
feitas sobre áreas de 4 x 4 μm. As imagens foram adquiridas com o software Pico 
Image (versão 10.1, Agilent Technologies) e processadas com o software Gwyddion 
(versão 2.29, Czech Metrology Institute, Brno, República Tcheca). A rugosidade 
média quadrática (rms) foi obtida a partir da média de 3 imagens de regiões 
diferentes do filme. 
 
 
4.2 CELULOSE BACTERIANA 
 
4.2.1 Obtenção e purificação da celulose bacteriana 
 
Membranas de celulose bacteriana (CB) foram fornecidas pela Membracel 
Produtos Tecnológicos Ltda., empresa com sede em Almirante Tamandaré, PR. A 
CB é recebida na forma hidratada, constituindo-se de membranas flexíveis com 
cerca de 0,5 cm de espessura e aspecto de um gel translúcido. Segundo o 
fabricante, as membranas passam por um processo de purificação que consiste na 
lavagem com solução diluída de hidróxido de sódio para retirada das bactérias, 
seguida de branqueamento com hipoclorito de sódio e lavagem com água até 
neutralização. 
Ao ser recebida, a CB foi dialisada contra água ultrapura (MilliQ) em sacos 
de diálise de acetato de celulose para eliminar impurezas residuais e em seguida 
autoclavada a 110°C por 30 min para garantir sua esterilidade. As membranas foram 
armazenadas em geladeira. 
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Antes de sua utilização, as membranas de CB foram homogeneizadas por 2 
min em um mixer de cozinha. Uma quantidade conhecida de água ultrapura, entre 
10 e 20% do volume original de CB, foi acrescentada sempre que a viscosidade 
dificultou a homogeneização. 
Para a utilização na síntese de nanopartículas de prata, a suspensão de CB 
obtida passou por uma etapa adicional de purificação. Esta se constituiu numa 
diálise contra solução aquosa de ácido acético a 0,1 mol.L-1 por 24 h, seguida de 
diálise contra água ultrapura até apresentar condutividade menor que 5 µS.cm-1. 
Além da CB in natura, foram utilizados como controle membranas comerciais 
de CB porosa para uso médico (membrana regeneradora porosa Membracel©), aqui 
denominadas CBC. Tais controles visaram comparar as propriedades físico-
químicas e de biocompatibilidade dos materiais desenvolvidos com um produto já 
existente no mercado, produzido a partir da mesma cepa de bactérias. 
 
 
4.2.2 Caracterização da celulose bacteriana 
 
Uma vez que as membranas de CB se constituem de celulose praticamente 
pura (WOEHL, 2009; WOEHL et al., 2010), o teor de celulose de cada lote recebido 
foi estimado a partir da determinação da matéria seca seguida da determinação do 
teor de cinzas. O método utilizado foi uma adaptação da norma TAPPI T211 om-93 
(TAPPI Test Methods, 1994). Uma massa conhecida de amostra foi adicionada a 
cadinho previamente tarado e colocada em estufa aquecida a 105°C por duas horas. 
A amostra é então resfriada em dessecador a vácuo e pesada. A operação é 
repetida até massa constante. A massa seca é a razão entre a massa final e a 
massa inicial da amostra, expressa em porcentagem. A mesma amostra é então 
calcinada por uma hora a 575°C, para determinação do teor de cinzas. 
 
 
4.2.3 Obtenção da suspensão de nanofibras de celulose 
 
A fim de obter nanofibras de celulose desagregadas, as membranas de CB 
in natura foram processadas mecanicamente por um homogeneizador de tecidos do 
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tipo ultra-turrax (Ultra 80, da Ultra Stirrer), a 22000 rpm, em dois períodos de 5 min 
intercalados por uma pausa de 2 min para evitar superaquecimento do material.  
 
 
4.3 FILMES BIONANOCOMPÓSITOS 
 
4.3.1 Obtenção dos filmes por casting 
 
Para a obtenção de filmes de nanocompósitos, as suspensões de nanofibras 
de celulose foram acrescidas de dispersão de GG a 1% (m/m) suficiente para atingir 
uma proporção CB/GG de 0,75 em base seca, num volume total de 100 mL, e 
homogeneizadas no ultra-turrax a 22000 rpm por 5 min. Uma fração da mistura 
resultante foi acrescida de água, suspensão de nanofibras e dispersão de HA a 1% 
(m/m) suficientes para atingir as proporções (em base seca) de CB, GG e HA 
mostradas na TABELA 1. As misturas foram homogeneizadas no ultra-turrax em 
rotação mais baixa (5000 rpm) para evitar segregação de fases. Bolhas de ar 
formadas foram eliminadas por ultrassonicação, por um tempo máximo de 2 min, 
também para evitar segregação.  
Os filmes foram obtidos por casting úmido de 40 mL das misturas de CB e 
hidrocolóides em placas de Petri de poliestireno de 16 cm de diâmetro, secas em 
estufa a 37°C, por 48 h. O mesmo procedimento foi aplicado a suspensões de CB 
sem hidrocolóides, a fim de produzir filmes de celulose bacteriana reconstituída 
(CB100) como controle. 
 
 
4.3.2 Deposição de colágeno sobre os filmes 
 
O colágeno foi depositado sobre os filmes por dipping. Os filmes foram 
inicialmente imersos numa solução 0,1% de colágeno em ácido acético 0,1 mol.L -1 
por tempo determinado. Em seguida, foram lavados sequencialmente em solução 
0,1 mol.L-1 de ácido acético, e duas vezes em água ultrapura, sendo cada lavagem 
feita por imersão, sob agitação por 30 s. Os filmes foram secos ao ar, a 25 °C, em 
câmara de fluxo laminar, por 24 h. 
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A TABELA 1 sumariza os filmes bionanocompósitos produzidos, sua 
composição e as siglas pelos quais eles passam a ser denominados. Os filmes com 
o sufixo “c” foram revestidos de colágeno por dipping. 
 
TABELA 1 – COMPOSIÇÃO DOS BIONANOCOMPÓSITOS E CONTROLES. O SUFIXO “c” INDICA 
A DEPOSIÇÃO DE COLÁGENO 
 
FILMES 
Composição (% em base seca) 
Processamento 
Nanofibras de CB GG HA 
CBC - - - CB comercial Membracel© 
CB100 100 - - Casting úmido 
CB90 90 5 5 Casting úmido 
CB80 80 10 10 Casting úmido 
CB70 70 15 15 Casting úmido 
CB60 60 20 20 Casting úmido 
CB50 50 25 25 Casting úmido 
CBCc - - - Dipping 
CB100c 100 - - Casting úmido + dipping 
CB80c 80 10 10 Casting úmido + dipping 
CB70c 70 15 15 Casting úmido + dipping 
 
 
4.3.3 Caracterização físico-química dos bionanocompósitos 
 
4.3.3.1 Estudo de intumescimento e estabilidade em meio fisiológico 
 
Para avaliar a capacidade de absorção de água dos bionanocompósitos, 
filmes previamente acondicionados em estufa a 37 °C foram cortados em discos de 
10 mm de diâmetro e imersos em solução fisiológica (solução aquosa de cloreto de 
sódio a 0,9% m/v). Após períodos de tempo determinados, os discos foram retirados 
e o excesso de solução na superfície retirado com o auxílio de tiras e papel de filtro. 
Os filmes foram então pesados e o incremento de massa absorvida foi calculado 
pela equação: 
 




onde Ma é o percentual de massa absorvida, mi é a massa inicial do filme e mu é a 
massa do filme após imersão (massa úmida). 
Os filmes úmidos foram então secos a 37 °C por 48 h e pesados novamente 
para verificar possíveis perdas de massa durante a imersão. A perda de massa foi 
corrigida levando em conta o conteúdo de NaCl no líquido absorvido, de acordo com 
a equação: 
 
Mp(%)= 100 [mi – ms + 0,009 (mu – mi)] / mi    (3) 
 
onde Mp é o percentual de perda de massa corrigido, mi é a massa inicial dos discos, 
mu é a massa após a imersão e ms a massa após a secagem. A estabilidade dos 
filmes em meio líquido foi avaliada tanto quantitativamente (pela perda de massa) 
quanto qualitativamente (pela resistência à manipulação por pinças durante o 
ensaio). Os ensaios foram realizados em duplicata, com o uso de dois discos para 
cada tempo de imersão. 
 
 
4.3.3.2 Biocompatibilidade e adesão celular dos bionanocompósitos 
 
Os ensaios de adesão celular in vitro foram realizados através da 
quantificação de fibroblastos de camundongo (L929) viáveis aderidos sobre os filmes 
utilizando brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) (DENIZOT 
e LANG, 1986; MARQUES, REIS e HUNT, 2002; SARASAM e MADIHALLY, 2005).  
Os fibroblastos foram cultivados em meio DMEM, suplementado com 10% 
de soro fetal bovino, antibióticos (enrofloxacina, penicilina G-potássica e sulfato de 
estreptomicina) e o antifúngico anfotericina B. As células foram então ressusensas e 
semeadas em placa de 24 poços a 1.1015 células/poço com meio DMEM (800 μL), 
suplementado com 10% de soro fetal bovino, sobre os bionanocompósitos, os filmes 
de CB reconstituída (CBR) e os de celulose bacteriana comercial (CB) revestidos ou 
não de colágeno. O fundo dos poços, de poliestireno revestido de poli( l-lisina) (POL) 
foi semeado como controle. Os filmes foram previamente esterilizados com radiação 
UV por 60 min. As placas foram incubadas por 72 h em estufa de CO2 (5,0%), a 37 
oC. Após esse período, o número de células viáveis foi avaliado pelo método do 
MTT, em relação aos controles de poliestireno e de CB comercial. Foram 
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adicionados 50 L de solução de MTT a 1 g.L-1 e mantidos em estufa de CO2 (5,0%) 
por 3h, a 37oC. Os cristais de formazan formados no interior das células viáveis 
foram solubilizados em DMSO (50 L/poço), sendo a leitura da absorbância 
realizada em leitora de microplacas Thermoplate, modelo TP-Reader, no 
comprimento de onda de 492 nm (subtraindo a absorbância da placa). Imagens dos 
cultivos celulares antes e depois do ensaio com MTT foram obtidas em um 
microscópio óptico invertido com contraste de fase (Bioval XDS-1B) com 
magnificação de 200 vezes. 
O experimento foi realizado em triplicata, usando 4 poços para cada 
membrana. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão e 
analisados pelo teste t de Student com P<0,01. Para verificar se as células viáveis 
se encontravam efetivamente aderidas aos substratos, testes adicionais foram 
realizados com uma etapa de lavagem das superfícies com o meio de cultura, antes 
da adição do MTT. 
Os ensaios acima foram realizados no Laboratório de Microbiologia 
Yasuyoshi Hayashi – Departamento de Patologia Básica – UFPR, com a 
colaboração da Profa. Dra. Lucy Ono. 
 
 
4.3.3.3 Tensiometria e energia livre superficial 
 
Medidas de ângulo de contato de água ultrapura (MilliQ) sobre os filmes 
foram feitas a 25oC em tensiômetro OCA 15+ (Dataphysics GmbH, Filderstadt, 
Alemanha), pelo método da gota séssil. Foi utilizada uma seringa Hamilton 
(Bodanuz, Suíça) de 500 μL e uma agulha de diâmetro interno de 1,37 mm.  
Dois métodos foram empregados para estimar a energia livre superficial, a 
partir dos ângulos de contato. Pelo método da histerese dos ângulos de contato 
(CHIBOWSKI, 2003), a energia superficial foi obtida relacionando-se os ângulos de 
contato de avanço e retrocesso. A agulha foi mantida próxima à superfície de 
maneira a permitir tanto a adição de uma gota de 8 μL quanto a retirada de 4 μL da 
mesma. O ângulo de contato de avanço (θa) foi medido após uma espera de 30 s de 
modo a permitir que o sistema atingisse o equilíbrio. Em seguida à retirada de parte 
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do volume da gota (4 μL) foi medido do ângulo de retrocesso (θr) e a energia livre 
superficial (γs) foi calculada pela equação:  
 
     (cos r cos a)
(1 cos a)
2
(1 cos r)2 (1 cos a)
2
                             (4) 
 
onde γl é a tensão superficial da água. Foram realizadas de 4 a 6 medidas 
de θa e θr para cada composição. 
No segundo método, o da equação de estado (NEUMANN et al., 1974), a 
gota é depositada a partir de certa altura, repousando na superfície sem contato com 
a agulha. O ângulo de contato (θ) foi considerado como a média entre os ângulos 
medidos em ambos os lados da gota e a energia livre superficial foi calculada 
através da equação: 
 
       √
  
  
    (     )
 
                                                                  (5) 
 
onde β é uma constante empírica com valor de 0,0001247 (m2/mN.m-1). Para cada 
composição, o valor de θ foi obtido em triplicata. 
 
 
4.3.3.4 Microscopia de força atômica (AFM) 
 
Imagens de microscopia de força atômica (AFM, atomic force microscopy) 
dos bionanocompósitos e dos controles (CB comercial e CB reconstituída), 
revestidos ou não de colágeno, foram feitas em um equipamento Agilent 550 (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, EUA). Pontas Mikromasch NSC35 (Nanoworld AG, 
Neuchâtel, Suíça) com constante elástica nominal de 14 N.m-1 e frequência de 
ressonância de 150 kHz foram utilizadas para obter imagens nos modos não-contato 
e dinâmico (tapping). As varreduras foram feitas sobre áreas de 4 x 4 μm. As 
imagens foram adquiridas com o software Pico Image (Agilent Technologies) e 
processadas com o software Gwyddion (Czech Metrology Institute, Brno, República 
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Tcheca). A rugosidade média quadrática (rms) dos filmes foi estimada a partir da 
média de 4 imagens de regiões diferentes do filme (DE SOUZA et al., 2013). 
 
 
4.3.3.5 Microscopia eletrônica de varredura 
 
Imagens de microscopia eletrônica de varredura (SEM, scanning electron 
microscopy) dos bionanocompósitos e da CB reconstituída foram obtidas no 
microscópio eletrônico VEGA3 LMU (TESCAN s. r. o., Brno, República Tcheca), com 
tensão de aceleração de 10 kV e em magnificações de até 50.000 vezes. Os filmes 
foram fixos a um porta-amostras de alumínio com fita de cobre e secos a 60 °C em 
estufa a vácuo. As amostras foram recobertas por uma camada de ouro. 
Todos os procedimentos relacionados com as medidas de SEM foram 
efetuados em equipamento do Centro de Microscopia Eletrônica (CME) da UFPR. 
 
 
4.3.3.6 Espectroscopia fotoeletrônica de raios X 
 
A composição superficial da CB, GG, HA e dos bionanocompósitos 
investigada por espectroscopia fotoeletrônica de raios X (XPS). O equipamento 
utilizado foi um ESCA 3000 (VG Microtech) equipado com fontes de radiação Mg Kα 
e Al Kα. A pressão de base da câmara experimental é inferior a 10
-9 mbar. Os 
espectros foram obtidos num ângulo de incidência de 45° usando um analisador de 
energia hemisférico com resolução energética de cerca de 0,8 eV. Os espectros 
foram analisados assumindo uma razão gaussiana/lorentziana de 85/15 para as 
linhas espectrais, após subtração de linha de base Shirley padrão. Os dados foram 
tratados decompondo primeiro o pico do carbono 1s. A escala de energias de 
ligação foi então deslocada trazendo a componente [C-O] para 286,3 eV, a fim de 
corrigir os desvios por acúmulo de carga estática nas amostras (GERIN, DENGIS e 
ROUXHET, 1995). 
Todos os ensaios de XPS foram realizados pelo Prof. Dr. Wido H. Schreiner, 





4.4 OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS DE PRATA 
 
4.4.1 Síntese in situ das nanopartículas nos bionanocompósitos 
 
A síntese de AgNP foi realizada in situ nos bionanocompósitos, em duas 
etapas. Na etapa de impregnação, filmes bionanocompósitos (CB70 e CB80) foram 
cortados em discos e depositados no fundo de placas de poliestireno de 24 poços. 
Frascos de vidro foram evitados devido à possível adsorção dos íons Ag+ na sua 
superfície. Sobre estes, foram colocados 2 mL de soluções de AgNO3 de diferentes 
concentrações (0,001 mol.L-1 e 0,005 mol.L-1) e em diferentes solventes (água, 
solução aquosa de etanol a 30% v/v e etanol absoluto). Os filmes foram então 
mantidos no escuro por período determinado para permitir a adsorção dos íons Ag+ 
pela celulose e os hidrocolóides. Em seguida, foram retirados e enxaguados por 30 
s, no mesmo solvente utilizado para solubilizar o AgNO3, para retirada do excesso 
de prata não adsorvido. Os que não passaram pela próxima etapa de redução, 
utilizados como controle, foram secos em estufa a 37 °C por 24 h e guardados no 
escuro. 
 Na etapa de redução, os filmes foram depositados nos poços e 2 mL de 
solução de ácido ascórbico (0,01 mol.L-1, 0,05 mol.L-1 ou 0,1 mol.L-1 em água, 0,02 
mol.L-1 em etanol) foram adicionados. A redução ocorreu por período determinado, 
seguida de enxágue nos mesmos solventes da etapa de impregnação. Após o 
enxágue os filmes foram imediatamente colocados para secar em estufa a 37 °C por 
24 h. 
As combinações das diferentes concentrações e condições de reação 
mencionadas acima resultaram em três diferentes procedimentos. No primeiro, 
foram testadas as concentrações de 0,001 mol.L-1 e 0,005 mol.L-1 em solução 
aquosa para a adsorção de Ag+, e o redutor (ácido L-ascórbico) foi empregado em 
solução aquosa nas concentrações de 0,01 mol.L-1 e 0,1 mol.L-1, correspondendo a 
relações redutor:oxidante de 10:1 e 100:1. As reações foram realizadas por 2 horas 
em recipientes de poliestireno (placas de 24 poços) lacradas e protegidas da luz. 
No segundo procedimento, a adsorção de Ag+  ocorreu em solução alcoólica 
na concentração de 0,005 mol.L-1 e a redução, em soluções aquosas de 0,05 mol.L-1 
e 0,01 mol.L-1 de ácido L-ascórbico. O tempo de reação foi reduzido para 10 min. 
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No terceiro procedimento, a adsorção ocorreu com 0,005 mol.L-1 de AgNO3 
em água ou em solução hidroalcoólica e a redução, em 0,02 mol.L-1 de ácido L-
ascórbico em etanol. 
 
 
4.4.2 Caracterização das nanopartículas de prata e dos filmes impregnados com 
nanopartículas 
 
4.4.2.1 Espectroscopia de reflectância difusa no ultravioleta-visível 
 
Os filmes impregnados de AgNP foram analisados por espectroscopia de 
reflectância difusa no ultravioleta visível (DRUV-VIS), num espectrofotômetro 
Shimadzu UV-2401PC equipado com uma esfera de integração 240-52454-01 
(Shimadzu). Primeiramente, foram afixados num porta-amostras de 26 mm de 
diâmetro e posicionados na janela de uma “esfera de integração”, esfera oca 
revestida internamente de um material com reflectância elevada. Nesta, a luz 
refletida difusamente pela amostra é captada por um fotodetector, que registra a 
reflectância da amostra em determinado comprimento de onda. Um anteparo impede 
que a luz refletida especularmente atinja o fotodetector. A reflectância de um padrão 
branco (pastilha de sulfato de bário) é empregada como referência, de forma 
análoga à transmitância da cubeta de referência nos espectrofotômetros de UV-VIS 
convencionais.  
A reflectância (R) foi adquirida em comprimentos de onda de 250 a 700 nm e 
convertida pela função de remissão de Kubelka-Munk, f(KM): 
 
f(KM) = (1 – R)2 / 2R       (6) 
 
Esta conversão permitiu interpretar os dados de forma análoga à 
absorbância nos espectros de UV-VIS em meio líquido. A intensidade relativa, 
largura e posição da banda de ressonância plasmon permitiu a estimativa do 






4.4.2.2 Microscopia eletrônica de varredura 
 
Imagens de microscopia eletrônica de varredura (SEM, scanning electron 
microscopy) dos bionanocompósitos impregnados de AgNP foram obtidas nas 
mesmas condições experimentais e de colaboração que dos bionanocompósitos 
sem prata (item 4.3.3.5). Tais imagens permitiram investigar o tamanho e morfologia 
das nanopartículas de prata formadas na superfície dos filmes. 
 
 
4.4.2.3 Espectroscopia fotoeletrônica de raios X 
 
Os espectros de XPS dos filmes impregnados com AgNP foram obtidos nas 
mesmas condições experimentais dos filmes de CB e de bionanocompósitos sem 
prata (ver item 4.3.3.6). Os espectros de XPS de baixa resolução permitiram estimar 
o teor de prata superficial dos filmes, a partir das linhas Ag 3d5/2 e 3d3/2. A 
modificação das linhas de C 1s e O 1s em relação aos materiais originais permitiram 
avaliar a interação da prata com o substrato. 
 
 
4.4.2.4 Microscopia eletrônica de transmissão 
 
A fim de observar as nanopartículas formadas no interior dos filmes, foram 
obtidas imagens de microscopia eletrônica de transmissão (TEM, transmission 
electron microscopy). Os filmes foram previamente impregnados com resina de 
metacrilato, com o auxílio da Profa. Dra. Cleusa Bona, do Laboratório de Botânica 
Estrutural (Departamento de Botânica – UFPR). O procedimento de impregnação foi 
realizado como segue: após hidratação prévia em água, os filmes foram 
desidratados em soluções alcoólicas de concentrações crescentes (30, 40, 50, 70, 
80, 90 e 100%), sendo que cada etapa durou 30 min sob vácuo. Em seguida, o 
álcool foi trocado por uma solução de resina:etanol absoluto 1:1 (8 min à vácuo), 
trocada por resina pura (24 h) e, finalmente, submetida a polimerização a frio. 
Os blocos de resina contendo os filmes foram submetidos a cortes ultrafinos 
(60 nm) no ultramicrótomo do CME e depositados sobre telas de cobre. As imagens 
foram adquiridas em um microscópio eletrônico de transmissão JEOL JEM 1200 EX-
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II (JEOL Ltd., Tóquio, Japão) com tensão de 80 a 100 kV e magnificações de até 
80.000 vezes. Foram adquiridas também imagens de campo escuro das 
nanopartículas. 
Os procedimentos relacionados às medidas de TEM foram efetuados em 
equipamento do Centro de Microscopia Eletrônica (CME) da UFPR. 
 
 
4.4.2.5 Ensaios de atividade antibacteriana 
 
Para o preparo do inóculo bacteriano utilizado neste experimento, as 
espécies Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 
27853) foram cultivadas em ágar PCA (plate count agar) por 24h a 37 °C. Essas 
culturas foram suspensas em caldo Mueller-Hinton até a obtenção de turbidez 
equivalente ao grau 0,5 da escala de McFarland (1,5x108 UFC/mL) e, em seguida, 
diluições foram realizadas para a obtenção de suspensões bacterianas com 
concentração final de 300.000 UFC/mL.  
O experimento foi realizado em placas de polistireno de 96 cavidades de 
fundo chato esterilizadas, em triplicata, onde cortes circulares das membranas 
(diâmetro = 8 mm), previamente esterilizados pela exposição à radiação UV por 30 
minutos cada lado, foram adicionados nas cavidades 1 e 2 com o auxílio de uma 
pinça. Após a inserção dos cortes, a suspensão bacteriana foi adicionada sobre as 
membranas (20 µL/cavidade ou 6.000 UFC/cavidade). Após um período de 
incubação de 2h a 37 °C, foram coletados 10 µL da cavidade 1 para plaqueamento 
direto em ágar PCA (correspondendo à diluição zero da suspensão bacteriana), e a 
cavidade 2 foi diluída com solução de NaCl  0,85% para o preparo das diluições 1/10 
e 1/100 da suspensão original, sendo essas diluições plaqueadas igualmente em 
volume de 10 microlitros em ágar PCA. Após incubação de 24h a 37 °C, foram 
realizadas as contagens dos números de unidades formadoras de colônias em cada 
placa. 
O percentual de inibição (I%) do crescimento bacteriano foi determinado 
segundo a equação: 
 




onde mc é a média do número de UFC determinado no controle S. aureus ou P. 
aeruginosa e ma é a média do número de UFC determinado para a amostra. As 
contagens obtidas após o plaqueamento nas 3 repetições foram analisadas pelo 
teste estatístico t de Student com α = 0,05. 
 
 
4.4.2.6 Ensaio de citotoxicidade in vitro 
 
A citotoxicidade dos bionanocompósitos impregados de prata foi avaliada 
pelo método da difusão em gel de ágar (ZANGE e KISSEL, 1997) sobre células 
L929 (derivadas de tecido conjuntivo de camundongo), que se baseia na perda do 
corante vermelho neutro por células mortas. As células L929 foram cultivadas em 
placas de polistireno de 6 cavidades a 4x105 células/cavidade em meio DMEM 
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), enrofloxacina (10 mg.L-1), 
penicilina G  (100.000 UI.L-1) e anfotericina B (1,25 mg.L-1), a 37 °C e CO2 2,5%. 
Após a formação de monocamadas celulares, o meio de cultura foi substituído por 
um meio de cultura de manutenção (DMEM com SFB 5 %, Bacto Agar 0,9 % e 
vermelho neutro 0,005 %), que foi adicionado na forma líquida à temperatura de 40 
°C. Após 20 minutos de repouso protegidas da luz, como o meio já solidificado, as 
amostras cortadas circulares (diâmetro de 8 mm) e os controles positivo (látex) e 
negativo (papel cromatográfico), previamente esterilizados pela exposição à 
radiação UV por 30 min cada lado, foram depositados na superfície do ágar (3 
repetições).  
As placas foram incubadas por 24h a 37 °C e CO2 5% e, após esse período, 
foram medidas, dentro das áreas claras (descoradas, constituídas por células 
mortas, que extravasaram o corante vermelho neutro), a distância compreendida 
entre a borda da amostra e o término da região descorada. Essas medidas foram 
avaliadas de acordo com um índice de gradação descrito a seguir:  
Grau 0 – citotoxicidade ausente: ausência de descoramento ao redor ou sob 
a amostra;  
Grau 1 – citotoxicidade leve: zona de descoramento limitada à área sob a 
amostra;  
Grau 2 – citotoxicidade branda: tamanho da zona de descoramento a partir 
da amostra menor que 0,5 cm;  
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Grau 3 – citotoxicidade moderada: tamanho da zona de descoramento a 
partir da amostra compreendido entre 0,5 cm a 1,0 cm;  
Grau 4 – citotoxicidade severa: tamanho da zona de descoramento a partir 
da amostra maior que 1,0 cm, porém não envolvendo a placa inteira. 
 
 
4.4.2.7 Ensaios de liberação de prata em meio líquido 
 
Os filmes bionanocompósitos impregnados de AgNP e de controles 
impregnados de AgNO3 não reduzido foram cortados em discos de 8 mm de 
diâmetro. 6 discos de cada composição foram colocados em tubo Falcon contendo 9 
mL de água ultrapura e mantidos sob agitação magnética em estufa a 37 °C. Em 
tempos determinados, alíquotas de 1,5 mL do sobrenadante foram retiradas, 
filtradas em membrana de acetato de celulose de 0,8 µm de porosidade, aciduladas 
com 0,2 µL de HNO3 concentrado (65 %) e acondicionadas sob refrigeração em 
frascos plásticos (Eppendorf). A cada retirada de alíquota foi retirado também um 
dos discos a fim de manter a proporção membrana/sobrenadante constante. As 
amostras foram analisadas por espectrofotometria de absorção atômica de chama 
direta de ar-acetileno, método SMEWW 3111B (STANDARD METHODS FOR THE 
EXAMINATION OF WATER & WASTEWATER, 2011), no Laboratório Ambiental 




5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 CARACTERIZAÇÃO DOS HIDROCOLÓIDES 
 
5.1.1 Cromatografia de exclusão por tamanho de alta eficiência acoplada a 
multidetectores 
 
Os primeiros experimentos de HPSEC foram realizados com a GG e o HA 
na concentração de 1,0 g.L-1 em solução aquosa 0,1 mol.L-1 NaNO3 com 200 ppm 
de azida sódica, filtradas através de membranas de acetato de celulose de 0,22 µm 
de poro. Esses experimentos apresentaram baixa recuperação dos polímeros e 
perfis de eluição que sugerem a ocorrência de arraste viscoso no interior da coluna 
(VIEBKE e WILLIAMS, 2000). Para contornar essas dificuldades foram aplicadas 
duas estratégias. A primeira foi a modificação das condições do experimento, 
visando a redução da viscosidade: redução da concentração de polímero e aumento 
da temperatura da coluna cromatográfica. A segunda foi o estabelecimento de 
etapas progressivas de filtragem da solução de polissacarídeo (KOOP et al., 2009; 
LUBAMBO et al., 2013), em membranas de 0,8 µm, 0,45 µm e 0,22 µm. Como 
demonstrado por Lubambo et al. (2013), esse procedimento contribui para a 
desagregação de agregados moleculares que de outra forma ficariam retidos no 
filtro, reduzindo a recuperação e distorcendo as estimativas de massa molar devido 
ao fracionamento da amostra por tamanho. 
No caso do estudo do ácido hialurônico, a aplicação de ambos os 
procedimentos mostrou-se efetiva. A FIGURA 7a mostra o cromatograma de uma 
solução de HA com concentração de 1,0 g.L-1, realizado com a coluna a 35 °C. O 
perfil alargado e extremamente assimétrico do pico cromatográfico sugere 
agregação do polímero e/ou arraste viscoso no interior da coluna. Dada a 
capacidade do HA de conferir viscosidade a suas soluções mesmo em baixas 
concentrações, a segunda possibilidade pareceu a mais plausível. Qualquer 
estimativa de características do polímero (massa molar, raio hidrodinâmico, 
polidispersividade) a partir desse cromatograma seria questionável, o que motivou a 
adoção dos procedimentos citados anteriormente. 
Partindo de uma solução com concentração de 0,6 g.L-1, filtrada 
sucessivamente em membrana de 0,8 μm, 0,45 μm e 0,22 μm e com a coluna 
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estabilizada a 40 °C, obteve-se o cromatograma da FIGURA 7b. Aqui, obteve-se 
uma massa molar ponderal média (Mw) igual a 5,19.10
5 g.mol-1 e índice de 
polidispersividade (Mw/Mn) de 1,17, valores compatíveis com HA de origem 
bacteriana (LUAN et al., 2011). Foi estimado um valor de 0,663 para a constante a 
da equação de Mark-Houwink-Sakurada, que mostra que o eluente é um bom 
solvente para o HA. 
 
              
FIGURA 7 – CROMATOGRAMAS DE PERMEAÇÃO EM GEL DO ÁCIDO HIALURÔNICO (HA) EM 
SOLUÇÃO AQUOSA 0,1 mol.L
-1 
DE NaNO3. SINAL DOS DETECTORES DE ÍNDICE DE REFRAÇÃO 
(RI) E VISCOSÍMETRO (IV-DP). (a) 1,0 g.L
-1 
DE HA, FILTRADO EM MEMBRANA DE ACETATO DE 
CELULOSE COM POROSIDADE DE 0,22 µm; COLUNA A 35 °C. (b) 0,60 g.L
-1
 DE HA APÓS 
FILTRAÇÕES SUCESSIVAS EM MEMBRANAS DE ACETATO DE CELULOSE COM POROSIDADE 
DE 0,8 μm, 0,45 μm E 0,22 μm ; COLUNA A 40 °C 
 
O primeiro cromatograma de permeação em gel obtido para a goma guar 
(FIGURA 8a) sugere uma distribuição bimodal de massas moleculares. O valor 
obtido para a massa molar ponderal média (MW) da goma guar, de 6,61.10
5  g.mol-1, 
é bem inferior aos valores reportados em outros estudos (CUNHA, DE PAULA e 
FEITOSA, 2007; TAYAL, 1999), entre 1.106 e 4,5.106 g.mol-1. Tal discrepância pode 
estar relacionada com a baixa recuperação cromatográfica do polímero, de apenas 
29% (m/m), provavelmente causada por retenção das moléculas maiores ou 
agregados moleculares na etapa de filtragem. O filtro utilizado possuía uma 
porosidade de 0,22 μm, de maneira que um fracionamento considerável da amostra 
deve ter ocorrido. 
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Com a redução da concentração da solução e o emprego de filtrações 
progressivas (FIGURA 8b), a recuperação da GG na coluna cromatográfica passou 
para 71% (m/v). A nova estimativa de massa molar ponderal média (MW) foi de 
1,81.106 g.mol-1. O novo valor encontrado é coerente com resultados já reportados 
(CUNHA, DE PAULA e FEITOSA, 2007; LUBAMBO et al., 2013). Observa-se, no 
entanto, que o perfil de eluição da GG permanece bimodal. Essa característica é 
menos evidente nas curvas dos detectores de espalhamento de luz a ângulo reto 
(RALS) e índice de viscosidade (IV-DP), mais sensíveis a moléculas de alta massa 
molar. Quando observamos a curva de índice de refração (RI) nota-se um ombro 
considerável à direita da curva, o que se traduz em material com menor massa 
molar. A deconvolução dessa curva em picos gaussianos assimétricos (FIGURA 8c) 
ajusta-se muito bem a uma distribuição bimodal, com os picos correspondentes à 
maior e menor massa molar numa relação de área de 0,7:0,3. A polidispersividade 
(Mw/Mn) e o raio hidrodinâmico estimados para o sistema foram de 1,36 e 81,3 nm, 
respectivamente.  
A aparente melhora do perfil de eluição da GG obtida com a modificação das 
condições experimentais não resolveu, no entanto, a principal dúvida levantada: o 
comportamento bimodal do sistema é consequência da distribuição de tamanhos ou 
é um artefato provocado por agregação molecular? Para esclarecer essa questão, 
uma solução de GG foi submetida a novos experimentos de HPSEC. No primeiro, a 
amostra foi injetada imediatamente após as etapas de filtrações progressivas já 
descritas, além de ter sido mantida a 40 °C para minimizar possível agregação. A 
mesma solução filtrada foi mantida em repouso por 7 h e reinjetada no cromatógrafo. 
A FIGURA 8 mostra o resultado dos novos ensaios. O primeiro 
cromatograma (FIGURA 8d) mostra uma separação efetiva entre duas frações da 
GG, o que permitiu inclusive determinar separadamente as características de cada 
fração. A predominante, de maior massa molar, apresentou Mw de 1,35.10
6 g.mol-1 e 
raio hidrodinâmico (Rh) de 74,8 nm. A fração menor apresentou Mw de 9,04.10
5 
g.mol-1 e Rh de 35,3 nm. Enquanto na primeira fração a polidispersividade ficou 
dentro da faixa esperada para a GG (Mw/Mn = 1,12), a segunda é muito polidispersa 






FIGURA 8 – CROMATOGRAMAS DE PERMEAÇÃO EM GEL DA GOMA GUAR (GG) EM SOLUÇÃO 
AQUOSA 0,1 mol.L
-1
 DE NaNO3. SINAL DOS DETECTORES DE ÍNDICE DE REFRAÇÃO (RI), 
ESPALHAMENTO DE LUZ A ÂNGULO RETO (RALS) E VISCOSIMÉTRICO (IV-DP)  
(a) 1,0 g.L
-1 
DE GG, FILTRADA EM MEMBRANA DE ACETATO DE CELULOSE COM PORO DE 
0,22 µm; COLUNA A 35 °C.  
(b) 0,20 g.L
-1
 DE GG, APÓS FILTRAÇÕES SUCESSIVAS EM MEMBRANAS DE ACETATO DE 
CELULOSE COM POROS DE 0,8 μm, 0,45 μm E 0,22 μm; COLUNA A 40 °C.  




DE GG, IMEDIATAMENTE APÓS FILTRAÇOES SUCESSIVAS EM MEMBRANAS DE 
ACETATO DE CELULOSE COM POROS DE 0,8 μm, 0,45 μm E 0,22 μm; COLUNA A 40 °C.  
(e) MESMA SOLUÇÃO DE (d), APÓS 7 h DE REPOUSO; COLUNA A 40 °C 
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Após 7 h de repouso, verificou-se uma agregação entre as frações (FIGURA 
8e). O pico correspondente à fração de menor massa molar desapareceu 
completamente e o pico de maior contribuição deslocou-se para a direita, com uma 
Mw de 1,24.10
6. O raio hidrodinâmico estimado para o sistema como um todo foi de 
70,2 nm. O comportamento observado sugere que, ao contrário de uma agregação 
molecular aleatória, o que ocorre é a associação preferencial das moléculas de 
menor massa molar às de maior massa molar. O raio hidrodinâmico médio não 
apresentou um aumento quando dessa associação, o que sugere que a mesma 
ocorreu pela cadeia principal do polímero. 
Na TABELA 2 podem-se comparar valores obtidos para a constante a da 
equação de Mark-Houwink-Sakurada. Essa constante depende tanto da 
conformação das cadeias em solução quanto de sua interação com o solvente. 
Valores entre 0,5 e 0,8 como os obtidos aqui apontam para cadeias com 
conformação em novel aleatório (random coil). O valor limite de 0,5 para cadeias 
random coil é encontrado na condição de solvente θ, sendo mais alto em bons 
solventes. 
 
 TABELA 2 – RESULTADOS DAS ANÁLISES DE CROMATOGRAFIA DE PERMEAÇÃO EM GEL 
PARA AS AMOSTRAS DE HA E GG: MASSA MOLAR PONDERAL MÉDIA (Mw), ÍNDICE DE 
POLIDISPERSIVIDADE (Mw/Mn), RAIO HIDRODINÂMICO (Rh), VISCOSIDADE INTRÍNSECA ([η]), 








Filtros – tamanho 



















Ácido hialurônico (HA) 
 
0,6 0,8 – 0,45 – 0,22 40 5,19.10
5
 1,17 56,3 10,2 0,663 63 
 
Galactomanana de guar (GG) 
 
1,0 0,22 30 6,61.10
5
 1,06 47,2 9,01 0,516 32 
0,2 0,8 – 0,45 – 0,22 30 1,81.10
6
 1,36 81,3 4,59 0,591 81 
0,6 0,8 – 0,45 – 0,22 
a
 40      54 
1ª. fração 1,35.10
6
 1,12 74,8 8,90 0,750  
2ª. fração 9,04.10
5
 3,26 35,3 1,58 0,633  




 1,34 70,2 8,94 0,606 53 
 
a 
Amostra aquecida a 40 °C e injetada imediatamente após filtração 
b
 Amostra injetada 7h após a filtração 
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Nos sistemas onde não houve resolução adequada das frações da GG, os 
valores de a obtidos foram os mais baixos (0,516 a 0,606). Quando um 
fracionamento mais efetivo da GG foi obtido, os resultados correspondentes para a 
foram mais elevados. Isto pode significar uma conformação mais compacta para os 
sistemas agregados do que para as frações isoladas. Nestas, o maior valor de a 
(0,750) corresponde à fração de maior massa molar, sendo que a fração de menor 
massa apresentou um resultado consideravelmente menor (0,633). Isso significa que 
a fração de menor massa apresenta uma condição menos favorável de solubilidade, 
o que pode se traduzir por um menor grau de substituição de grupos 
galactopiranosil. Estes grupos contribuem para a solubilidade das galactomananas 
ao reduzirem, por impedimento estéreo, as interações intracadeia (AZERO e 
ANDRADE, 2002). Nota-se que o menor valor de a obtido foi do experimento em que 
ocorreu a menor recuperação cromatográfica. A baixa massa molar obtida nesse 
experimento (6,61.105 g.mol-1) mostra que, por conta do fracionamento causado pela 
filtração, apenas a fração de baixa massa molar passou pela coluna. Essa fração 
encontra-se próxima da condição θ (a   0,516 ≈ 0,5), numa conformação mais 
compacta. Essa conclusão pode explicar porque os valores de a obtidos para a GG 
neste trabalho e em outro trabalho de nosso grupo (LUBAMBO et al., 2013) 
discordam dos valores levantados na literatura por Picout e Ross-Murphy (2007), 
entre 0,70 e 0,747. Observa-se que apenas a fração de maior massa molar do 
sistema em questão concorda com esses resultados, reforçando a ideia de um 
sistema formado por duas frações estruturalmente diferentes. 
 
 
5.1.2 Espalhamento de luz dinâmico e estático 
 
Experimentos de DLS confirmaram a ideia de associação entre as cadeias e 
mostraram que a mesma é dependente também da concentração da solução. A 
FIGURA 9 mostra como a distribuição de diâmetros na solução de GG se alterou 
quando a concentração da solução passou de 0,12 g.L-1 para 1,0 g.L-1. Nota-se que 
o aumento da concentração levou a uma redução do número de partículas com 
menor diâmetro e correspondente aumento do número de partículas com maior 
diâmetro. Em particular, a redução considerável do número de partículas na faixa de 
69 
 
20 a 40 nm reforça a ideia da associação entre as frações de menor e maior massa 
molar sugerida pelos experimentos de HPSEC. 
 
 
FIGURA 9 – PERFIS DE DISTRIBUIÇÃO DE DIÂMETROS DA GOMA GUAR (GG) EM SOLUÇÃO 
AQUOSA 0,1 mol.L
-1
 DE NaNO3,  NAS CONCENTRAÇÕES DE 0,12 g.L
-1
 E 1,00 g.L
-1
, OBTIDOS A 
PARTIR DAS ANÁLISES DOS RESULTADOS DE ESPALHAMENTO DE LUZ DINÂMICO PELO 
MÉTODO CONTIN 
 
A FIGURA 10 mostra o gráfico de Zimm obtido a partir de espalhamento de 
luz estático multiângulos em soluções de GG. A fim de permitir comparações com os 
resultados acima, foi utilizada a mesma solução-mãe de GG a 1,0 g.L-1em uma 
solução aquosa de NaNO3 0,1 mol.L
-1 , diluída, sucessivamente, até 0,12 g.L-1. A 
partir das extrapolações a ângulo zero e a concentração zero, obtiveram-se o 
segundo coeficiente virial (A2) de (2,3 ± 1,0).10
-5 cm3.mol.g-2 e a Mw de (2,9 ± 
0,2).106 g.mol-1. O valor de A2, positivo embora próximo de zero, indica que o 
solvente utilizado ainda é um bom solvente, porém próximo da condição  , o que 
pode explicar o comportamento dos valores de a descrito na seção anterior.  
Deve-se lembrar de que, ao contrário dos experimentos de HPSEC, aqui não 
ocorreu fracionamento da amostra. As cadeias devem apresentar o mesmo 
comportamento de agregação com o aumento de concentração observado nos 
experimentos de DLS. A massa molar mais elevada que a obtida por HPSEC 
poderia ser assim explicada. No entanto, não são observados os desvios da 
linearidade em ângulos mais baixos que seriam esperados no caso de formação de 
grandes agregados; para partículas maiores, a intensidade de espalhamento tem 
uma maior dependência do ângulo de espalhamento. Esse efeito seria observado 
principalmente nas maiores concentrações, onde a formação dos agregados seria 
favorecida. Ao contrário, o gráfico de Zimm obtido permitiu uma extrapolação linear 
acurada, com apenas 1 % de diferença entre a massa molar obtida por extrapolação 
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a ângulo zero e a obtida por extrapolação à concentração zero. A estimativa do raio 
de giro obtida por extrapolação a ângulo zero foi de 133 ± 7 nm. O valor de Rg 
consideravelmente maior que o obtido por HPSEC, pode ser explicado pela já citada 
ausência de fracionamento. Os grupos de moléculas unidos pela associação entre 




FIGURA 10 - GRÁFICO DE ZIMM DE SOLUÇÕES DE GOMA GUAR EM SOLUÇÃO AQUOSA 0,1 
mol.L
-1
 DE NANO3. CONCENTRAÇÕES DE GG DE 0,12 A 1,0 g.L
-1
 E ÂNGULOS DE 30 A 150° 
 
Gittings et al. (2000) identificaram, a partir de resultados de espalhamento de 
luz em ângulo ultra baixo (USALS, ultra small angle light scattering) e de 
espalhamento de nêutrons (SANS, small angle nêutron scattering), a presença de 
agregados de dimensões entre 10 e 100 µm em soluções de goma guar. Tais 
agregados foram atribuídos à associação por ligações hidrogênio entre regiões 
pouco substituídas das cadeias, levando à formação de estruturas denominadas 
“hiperentrelaçamentos” (hyperentanglements). Os autores atribuíram a esse 
fenômeno os valores de massa molar relatados na literatura a partir do método de 
Zimm, superestimados em relação a outras técnicas. No entanto, como observado 
por Robinson, Ross-Murphy e Morris (1982), a presença dessas estruturas 
supramoleculares deveria levar a grandes desvios da linearidade no diagrama de 
Zimm em ângulos abaixo de 50°. Claramente, não é o que ocorre no presente 
sistema. Pode-se supor que, neste caso, a associação mais específica entre a 
fração de baixa massa molar e as cadeias maiores tenha limitado a ocorrência dos 
71 
 
hiperentrelaçamentos. O perfil de distribuição de tamanhos estimado por DLS 
reforça essa hipótese, pois não foi observado um grande aumento do tamanho 




5.1.3 Citotoxicidade dos hidrocolóides 
 
A FIGURA 11 mostra os resultados de citotoxicidade dos polissacarídeos em 
solução sobre fibroblastos de camundongo (L929). O HA apresentou citotoxicidade 
estatisticamente significativa (confiabilidade de 98%) para uma solução de 
concentração igual a 1,67 g.L-1, com uma redução do número de células viáveis de 
17% em relação ao controle (placa sem adição de polissacarídeo), estimada pelo 
método do MTT. Já a citotoxicidade da GG foi estatisticamente significativa apenas 
na concentração de 3,33 g.L-1, reduzindo em 15% o número de células viáveis. 
Nessa mesma concentração, a redução provocada pelo HA foi de 23%. A 
citotoxicidade menor que a de um polissacarídeo já consagrado em uso tópico indica 
que dificilmente seriam atingidas concentrações citotóxicas de polissacarídeos nos 
exsudados das feridas se a GG for utilizada na composição de curativos bioativos. A 




FIGURA 11 – CITOTOXICIDADE DE SOLUÇÕES DE ÁCIDO HIALURÔNICO (HA) E GOMA GUAR 




5.2 DISPERSÕES DE HIDROCOLÓIDES 
 
Os comportamentos das dispersões de GG e HA foram estudados a fim de 
determinar as condições de máxima interação dos polissacarídeos em solução. A 
intenção desses estudos foi estabelecer uma proporção da mistura HA:GG que se 
aproximasse das características físicas (em particular, das reológicas) das soluções 
de ácido hialurônico. Além disso, pretendeu-se avaliar a capacidade de formação de 
filme da mistura por casting, antes de se proceder à adição da CB ao sistema. 
 
 
5.2.1 Espalhamento de luz dinâmico 
 
A FIGURA 12 mostra o acompanhamento ao longo do tempo de soluções de 
HA e GG, ambas com concentração de 1,0 g. L-1 em solução aquosa 0,1 mol.L-1 de 
NaNO3. A concentração da GG foi inicialmente elevada de 0 a 1 g. L
-1 numa rampa 
contínua através da progressiva mistura da solução-mãe com 0,1 mol.L-1 de NaNO3. 
A GG apresentou um Rh de 78,5 ± 0,5 nm, praticamente constante ao longo do 
tempo. 
        
 
FIGURA 12 – ANÁLISE DE ESPALHAMENTO DE LUZ DINÂMICO (DLS) DE SOLUÇÕES DE GOMA 
GUAR (GG) E ÁCIDO HIALURÔNICO (HA) EM SOLUÇÃO AQUOSA 0,1 mol.L
-1 
DE NaNO3.  A 






No tempo t = 45 min, procedeu-se à mistura da solução de GG com a 
solução de HA até atingir a proporção 1:1. O Rh praticamente não se alterou até 
atingir-se a proporção HA:GG de 1:3, quando então observou-se uma redução 
progressiva do Rh até 76,0 ± 8,2 nm, sugerindo que a interação entre os 
polissacarídeos resulte numa associação compacta entre as cadeias. É provável que 
essa associação se dê entre a o HA e a cadeia principal da GG (manana), pois uma 
associação com os grupos laterais da GG (galactopiranosil) resultaria em partículas 
menos densas, portanto com maior Rh. Por fim, realizou-se a lavagem do sistema 
com solução aquosa 0,1 mol.L-1 de NaNO3 e passou-se a injetar solução de HA na 
concentração de 1,0 g.L-1. Obteve-se um Rh de 73,6 ± 2,2 nm para o HA. 
 
 
5.2.2 Análises reológicas 
 
O primeiro passo para a utilização das dispersões de hidrocolóides foi 
determinar as condições ideais de solubilização. Enquanto o HA não apresenta 
grandes dificuldades de solubilização, bastando apenas mantê-lo sob agitação à 
temperatura ambiente por tempo suficiente (usualmente 12 a 16 h), a GG traz 
maiores dificuldades, principalmente na etapa inicial de hidratação. A adição da GG 
diretamente em água leva à formação de uma capa viscosa em torno dos grânulos 
do polissacarídeo, o que leva à agregação desses grânulos em grumos, o que 
dificulta ou mesmo impede a hidratação do material subjacente. A solução é 
adicionar, muito lentamente, a GG em pó à água sob intensa agitação magnética.  
A etapa seguinte, de inchamento e dissolução dos grânulos, também 
apresenta dificuldades. A FIGURA 13 mostra as curvas de viscosidade de 
dispersões de ácido hialurônico e de goma guar, esta preparada segundo dois 
diferentes procedimentos: adição da GG à água a 25 °C, seguida de agitação por 24 
h, e adição da GG à água a 80 °C, seguida de agitação a 60 °C por duas horas e a 
25 °C por 16 h. A viscosidade da dispersão de HA é muito superior à da GG. No 
entanto, não há diferença entre as curvas de viscosidade com aumento ou 
diminuição da taxa de cisalhamento (histerese), nem diferença na viscosidade 





FIGURA 13 – CURVAS DE VISCOSIDADE EM FUNÇÃO DA TAXA DE CISALHAMENTO PARA 
DISPERSÕES DE ÁCIDO HIALURÔNICO E GOMA GUAR, TODAS NA CONCENTRAÇÃO DE 10 
mg.g
-1
 EM ÁGUA ULTRAPURA 
 
No caso da GG, além da solução preparada a frio apresentar viscosidade 
mais baixa, há uma histerese considerável, sobretudo nas taxas de cisalhamento 
mais baixas. Isso e o aspecto turvo da dispersão sugerem que a GG não hidratou 
totalmente. Já o procedimento com aquecimento levou a uma dispersão que não 
apresenta histerese significativa. Tempos maiores de aquecimento ou agitação não 
alteraram o perfil da curva. 
A FIGURA 14 mostra as curvas de viscosidade para soluções do ácido 
hialurônico (HA), goma guar (GG) e misturas (HA:GG) nas proporções de 1:9, 1:3 e 
1:1. Todos os sistemas apresentam um comportamento marcadamente 
pseudoplástico, com a viscosidade aparente decrescendo exponencialmente com o 
aumento da tensão de cisalhamento. No entanto, os sistemas não se ajustam bem 
aos modelos reológicos de Ostwald-de Waele (power law) ou de Bingham em baixas 
taxas de cisalhamento, sugerindo a presença de um patamar newtoniano inicial e a 
necessidade de se determinar uma viscosidade em taxa zero (η0). O modelo que 
melhor se ajustou às curvas, independentemente da composição, foi o de Cross 
(CROSS, 1965), expresso pela equação: 
 
     
     
(    ̇) 




onde η0 é a viscosidade aparente a taxa zero, característica do primeiro patamar 
newtoniano; η∞ é a viscosidade aparente a taxa infinita, expressando o segundo 
patamar newtoniano; α é uma constante relacionada com o tempo de relaxação das 
ligações intermoleculares e m é o coeficiente exponencial. 
 
 
FIGURA 14 – CURVAS DE VISCOSIDADE DE SOLUÇÕES AQUOSAS DE GOMA GUAR (GG), 
ÁCIDO HIALURÔNICO (HA) E SUAS MISTURAS EM DIFERENTES PROPORÇÕES. TODAS AS 
MISTURAS TÊM UMA CONCENTRAÇÃO TOTAL DE CARBOIDRATOS DE 10 mg.g
-1 
 
A TABELA 3 relaciona os parâmetros da equação de Cross obtidos para as 
soluções dos polissacarídeos. Observa-se que todas as misturas apresentam uma 
viscosidade inicial mais elevada que a dos componentes individuais, embora a 
concentração total de polissacarídeos seja a mesma, o que aponta para uma 
interação sinergética entre HA e GG, ainda não descrita na literatura. Os valores de 
η∞ previstos pelo modelo também são superiores para todas as misturas. No 
entanto, esses valores representam uma extrapolação dos resultados, uma vez que 
os ensaios empregados não permitem taxas de cisalhamento altas o suficiente para 
identificar um segundo patamar newtoniano. 
O parâmetro α mostra um maior tempo de relaxação das interações 
intermoleculares nas misturas, em comparação com o HA e a GG. Isso se traduz 
numa redução da extensão do primeiro patamar newtoniano. As misturas, portanto, 
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passam para um regime de escoamento pseudoplástico em taxas de cisalhamento 
menores que as soluções dos polissacarídeos individuais. Além disso, os 
coeficientes exponenciais (m) mais elevados nas misturas mostram uma maior 
dependência da viscosidade com a taxa de cisalhamento (maior caráter 
pseudoplástico). Dentre as misturas testadas, a que apresentou maior caráter 
pseudoplático foi a HA:GG 1:1, selecionada para os ensaios reológicos posteriores. 
 
TABELA 3 – PARÂMETROS DO MODELO REOLÓGICO DE CROSS AJUSTADOS ÀS CURVAS DE 















 63,0 0,473 0,818 0,9996 
HA:GG 1:9 1,71.10
4
 190 0,602 0,914 0,9990 
HA:GG 1:3 2,24.10
4 
252 0,626 0,922 0,9990 
HA:GG 1:1 1,89.10
4
 339 0,484 0,960 0,9976 
HA 1,11.10
4
 79,1 0,267 0,816 0,9994 
 
Varreduras de tensão em diferentes frequências (FIGURA 15) mostram que, 
em frequências mais baixas, o sistema tem um caráter líquido pronunciado, com G’’ 
superior a G’ para todos os valores de tensão observados. As curvas mostram uma 
região de viscoelasticidade linear (independência de G’ e G” em relação à tensão de 
cisalhamento) entre 1 e 7 Pa, aproximadamente. A partir desse resultado, foi 
selecionada a tensão de 1 Pa para a realização de varredura de frequência  da 
misturas (FIGURA 16). 
O comportamento dos módulos elástico e viscoso do sistema aponta para a 
formação de entrelaçamentos (entanglements) entre os polissacarídeos. Em baixas 
frequências, G’ mantém-se abaixo de G”, caracterizando um comportamento de 
líquido. A inversão mostrada em 0,8 Hz, com G’ tornando-se superior a G”, é comum 
em soluções de polissacarídeos e está relacionada ao tempo de relaxação dos 
entrelaçamentos intermoleculares – acima de um valor crítico, esses 
entrelaçamentos não se desfazem rápido o suficiente e o sistema apresenta um 






FIGURA 15 – MÓDULO DE CISALHAMENTO ELÁSTICO (G’, SÍMBOLOS CHEIOS) E MÓDULO 
VISCOSO (G’’, SÍMBOLOS VAZADOS) EM FUNÇÃO DA TENSÃO DE CISALHAMENTO (τ) PARA A 






FIGURA 16 – MEDIDAS DE VARREDURA DE FREQUÊNCIA SOB TENSÃO DE 1 Pa DA MISTURA 
HA:GG NA PROPORÇÃO DE 1:1, EM ÁGUA, CONCENTRAÇÃO TOTAL DE 10 mg.g
-1
, A 25C. 
MÓDULO DE CISALHAMENTO ELÁSTICO (G’), MÓDULO VISCOSO (G’’), VISCOSIDADE 
DINÂMICA COMPLEXA (η*) E TAN δ 
 
A FIGURA 17 mostra o gráfico de Cox-Merz da mistura HA:GG 1:1, no qual 
as curvas de viscosidade aparente x taxa de cisalhamento e de viscosidade 
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dinâmica complexa x frequência são comparadas. Num sistema com caráter líquido, 
sem a formação de entrelaçamentos intermoleculares, essas curvas se sobrepõem 
(SITTIKIJYOTHIN, TORRES e GONÇALVES, 2005). No presente sistema, no 
entanto, não ocorre essa sobreposição, indicando a presença de interações 
intermoleculares (COX e MERZ, 1958; KULICKE e PORTER, 1980).  
  
 
FIGURA 17 - GRÁFICO DE COX-MERZ DA MISTURA HA:GG NA PROPORÇÃO DE 1:1, EM ÁGUA, 
CONCENTRAÇÃO TOTAL DE 10 mg.g
-1
, A 25C. CURVAS DE VISCOSIDADE APARENTE (η) E DE 
VISCOSIDADE DINÃMICA COMPLEXA (η*) 
 
 
5.2.3 Microcalorimetria diferencial de varredura 
 
As dispersões de polissacarídeos e suas misturas foram submetidas a ciclos 
de aquecimento e resfriamento em experimentos de microcalorimetria diferencial de 
varredura, a fim de verificar a ocorrência de eventos que fossem indicativos das 
energias de interação entre os componentes dos sistemas ou de mudanças de 
conformação em função da temperatura A FIGURA 18 mostra o segundo ciclo de 
resfriamento desses experimentos. Uma única transição, de segunda ordem (seta), 
é observada na dispersão de GG entre 25 e 30°C. Essa transição pode estar 
relacionada com uma mudança de conformação interna dos agregados observados 
por HPSEC e DLS, uma vez que uma transição envolvendo uma rede intermolecular 
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mais extensa seria de primeira ordem, caracterizada pelo aparecimento de um pico 
exotérmico. 
A transição observada na GG é impedida pela presença do HA, uma vez que 
nas misturas HA:GG nenhum pico é observado na curva de DSC. Qualquer que seja 
a forma de interação entre os polissacarídeos em solução, ela deve ser irreversível, 
não se desfazendo durante os ciclos de aquecimento/resfriamento. A natureza 
dessa interação deve, portanto, ser diferente das observadas entre a GG e outros 
polissacarídeos (RINAUDO e MORONI, 2009). Pode-se supor que o HA associe-se 
irreversivelmente com as regiões menos substituídas da GG, o que concorda com a 
redução de raio hidrodinâmico observada por DLS (FIGURA 12). Assim, a interação 
HA:GG competiria com a interação entre as frações da GG, desfazendo-a. 
 
 
FIGURA 18 – CURVAS DE DSC DE DISPERSÕES DE COMA GUAR (GG), ÁCIDO HIALURÔNICO 
(HA) E DA MISTURA DAS DISPERSÕES NA PROPORÇÃO DE 1:1 E 1:3, SOB RESFRIAMENTO A 
0,5 °C.min
-1





5.2.4 Microscopia de força atômica de filmes de polissacarídeos 
 
Estudos prévios envolvendo outras associações de polissacarídeos (por 
exemplo, goma guar e goma xantana) já haviam sido realizados anteriormente e 
mostraram que sistemas onde ocorre a formação de gel não são os mais adequados 
para a elaboração de filmes por casting úmido. As tensões geradas nos géis durante 
o processo de secagem levavam a deformações dos filmes e segregação da fase 
sólida quando da incorporação das nanofibras de celulose. Procurou-se, então, um 
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sistema que apresentasse caráter pseudoplástico, o que permitiria a reacomodação 
das cadeias durante o processo de secagem. 
O sistema HA:GG 1:1 foi escolhido devido ao seu caráter pseudoplástico 
pronunciado numa maior faixa de taxas de cisalhamento, como já discutido na seção 
5.2.2. A FIGURA 19 mostra um filme obtido pelo casting da solução HA:GG 1:1 em 
placa de poliestireno, a 37 °C por 24 h. O filme, além de apresentar espessura 
homogênea, é transparente e flexível. A homogeneidade macroscópica do material 
mantém-se em escala microscópica. A FIGURA 20a mostra uma imagem AFM do 
mesmo filme. Com uma rugosidade média (rms) de 1,7 ± 2 nm, o filme é 
excepcionalmente plano na escala observada, mesmo em comparação com 
sistemas depositados por spin coating (PICHETH et al., 2014) ou dipping (VALENGA 
et al., 2012). A imagem de fase (FIGURA 20b) e seu histograma correspondente 
(FIGURA 20C) mostram um sistema homogêneo, com uma distribuição estreita de 
ângulos de fase distribuídos em torno de um valor central. Isso indica uma 
homogeneidade de composição em toda a área observada. 
Assim, capacidade de formação de filmes do sistema está relacionada com 
seu comportamento reológico. O caráter viscoelástico (FIGURAS 14 a 16) permite a 
reacomodação das cadeias durante a secagem, produzindo um material homogêneo 
macroscópica e microscopicamente (FIGURAS 19 e 20). Na seção 5.4, será visto 
que esse comportamento se mantém quando da incorporação da celulose 








   
FIGURA 20 – (a) IMAGEM DE MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA EM MODO DINÂMICO DE 
FILME OBTIDO POR CASTING DE MISTURA DE ÁCIDO HIALURÔNICO E GOMA GUAR NA 




5.3 OBTENÇÃO DA SUSPENSÃO DE NANOFIBRAS DE CELULOSE 
BACTERIANA 
 
Para que a celulose bacteriana (CB) possa ser utilizada como componente 
em nanocompósitos com os hidrocolóides, é necessário promover uma associação 
entre os componenetes do sistema. Esta pode ser conseguida impregnando a rede 
nanofibrilar da CB por difusão dos hidrocolóides em solução. Outra opção é 
dispersá-la homogeneamente no meio contendo os hidrocolóides. No entanto, a 
última alternativa exige o rompimento de uma rede de nanofibrilas extremamente 
emaranhada e com tendência à agregação, o que pode ser conseguido através de 
hidrólise parcial (ácida ou enzimática) das nanofibrilas ou por ação mecânica. Neste 
trabalho, optou-se pela desagregação mecânica, por dois motivos: preservar as 
características superficiais das nanofibrilas e reduzir ao mínimo a utilização de 
reagentes e o número de etapas do processo. 
As membranas de CB foram fornecidas em estado úmido, após terem 
passado por um processo industrial de purificação – lavagem com solução diluída de 
hidróxido de sódio e hipoclorito de sódio – para retirada de fragmentos celulares e 
do meio de cultura. A diálise contra água ultrapura até atingir condutividade 
constante (< 5 µS.cm-1) garantiu a retirada de resíduos do processo de purificação.  
As membranas úmidas são extremamente estáveis, podendo ser guardadas 
sob refrigeração por mais de um ano sem apresentar alteração nas suas 
a b c 
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características. Apenas dois cuidados são necessários: manter as membranas 
imersas em água e em um meio estéril, o que foi conseguido por autoclavação do 
recipiente. O uso de conservantes, como a azida sódica (WOEHL, 2009) foi evitado, 
uma vez que a adsorção do conservante na superfície da CB inviabilizaria testes 
microbiológicos posteriores. 
Previamente ao uso, a CB foi homogeneizada em um mixer de cozinha para 
facilitar sua manipulação. A suspensão resultante testada quanto ao seu teor de 
matéria seca, que variou de 0,47 a 0,64 % conforme o lote recebido. O teor de 
cinzas ficou sempre abaixo de 0,5 % (em relação à matéria seca). Tais resultados 
concordam com os já observados em trabalhos anteriores (WOEHL, 2009; WOEHL 
et al., 2010). 
A membrana de celulose Membracel® foi escolhida como referência de 
produto já presente no mercado como curativo bioativo (FONTANA et al., 1990; 
MORESCHI e SIQUEIRA, 2009). Embora ela seja produzida a partir do mesmo 
material úmido mencionado acima, análises de espectroscopia fotoeletrônica de 
raios X (XPS, X-ray photoelectron spectroscopy) revelaram que ambos os materiais 
apresentam diferenças importantes quanto à sua composição superficial. 
A FIGURA 21 mostra as varreduras de baixa resolução de XPS da 
membrana comercial (CBC) e de um filme reconstituído a partir da suspensão de CB 
úmida (CB100). Observam-se na CBC picos correspondentes ao cloro e ao sódio, 
ausentes na CB100. O pico do nitrogênio, embora ainda presente na CB100, teve 
sua intensidade bastante reduzida: de uma relação N/C de 0,047 na membrana 
comercial para apenas 0,020 na membrana reconstituída. 
Os espectros de XPS de alta resolução do pico C1s do carbono mostram 
também alterações importantes. Comparando-se os espectros da CBC, da CB úmida 
como recebida e após a diálise e reconstituição (FIGURA 22), observou-se uma 
progressiva diminuição da contribuição do carbono alifático, não ligado a oxigênio 
(C-C). Esse carbono, denominado carbono adventício, ocorre frequentemente em 
espectros de XPS, mesmo de materiais que não contém o elemento na sua 
composição. Sua origem pode ser de contaminação ambiental ou mesmo 
proveniente do próprio equipamento. Como a técnica de XPS analisa apenas os 
primeiros nanômetros da superfície, qualquer contaminação, mesmo que não 





FIGURA 21 – ESPECTROS FOTOELETRÔNICOS DE RAIOS X DE BAIXA RESOLUÇÃO 
DA CELULOSE BACTERIANA COMERCIAL (CBC) E DE FILME DE CELULOSE BACTERIANA 
RECONSTITUÍDA (CB100) 
 
     
FIGURA 22 – ESPECTROS FOTOELETRÔNICOS DE RAIOS X DE ALTA RESOLUÇÃO 
DO PICO C 1s DO CARBONO NA MEMBRANA DE CELULOSE BACTERIANA COMERCIAL, 
CELULOSE BACTERIANA (CB) E CELULOSE BACTERIANA RECONSTITUÍDA (CB100) 
 
A maior intensidade do pico C-C na CBC sugere contaminação pelo 
processamento industrial, uma vez que é menos intensa na CB não processada. A 
diálise e homogeneização da CB reduzem a presença do carbono adventício na 
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superfície a níveis normalmente encontrados em padrões de celulose pura 
(JOHANSSON e CAMPBELL, 2004). Na amostra purificada, a proporção entre os 
picos de carbono ligado a hidroxila (C-OH) e carbono anomérico (O-C-O) é bem 
próxima do valor teórico para a celulose pura (3:1). 
A opção por utilizar a CB úmida como material de partida na produção dos 
bionanocompósitos deve-se à drástica redução de área superficial que ocorre nas 
nanofibras de celulose durante a secagem. Tal redução é irreversível: uma vez seca, 
a CB não é capaz de se reidratar ao volume original. FENGEL e WEGENER (1989) 
descrevem o processo de secagem da celulose nas etapas a seguir. Inicialmente, 
são rompidas as ligações hidrogênio entre as moléculas de água, que são as de 
menor energia no sistema celulose-água. Parte da água é removida e as superfícies 
de celulose adjacentes se aproximam. Quando apenas uma monocamada de água 
encontra-se entre as superfícies, ligações hidrogênio podem se estabelecer entre 
elas, rompendo definitivamente as ligações entre água e celulose. A consequente 
redução da superfície exposta da celulose reduz sua capacidade de interação com 
outras substâncias, além de dificultar muito sua dispersão no meio líquido. 
O processo de autoassociação das nanofibras de CB não ocorre apenas 
durante a secagem. Quando a suspensão de celulose homogeneizada pelo mixer é 
mantida em repouso, observa-se a formação de regiões mais densas entremeadas 
de regiões de líquido límpido. O uso de um homogeneizador de alta rotação (do tipo 
ultraturrax) não facilita a dispersão da celulose. De fato, piora a situação, pois a 
água é expulsa mais rapidamente dos espaços entre as nanofibras, aumentando sua 
agregação. O uso de ultrassom também se revelou inadequado: a celulose se 
agrega em pontos determinados do recipiente ao ser sonicada. 
A agregação da celulose durante a desagregação mecânica das membranas 
foi evitada acrescentando-se uma dispersão de GG a 10 mg.g-1 à suspensão de CB. 
A GG agiu como um estabilizante da suspensão (uso já consagrado da goma na 
indústria alimentícia). A mistura da suspensão de CB com a GG previamente 
dispersa foi submetida à homogeneização no ultraturrax em alta rotação (22000 
rpm). O tempo necessário para atingir a homogeneidade revelou-se muito curto: 
apenas 10 minutos, divididos em dois períodos de 5 min intercalados de um repouso 
de 3 min para evitar superaquecimento do equipamento. 
Testes preliminares revelaram que a estabilização ocorre quando a 
proporção entre a CB e a GG é de 3:4 em base seca. Proporções menores de GG 
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não estabilizam permanentemente o sistema, ocorrendo segregação de fases por 
agregação da CB. Na proporção indicada, a suspensão é estável à temperatura 
ambiente por tempo indeterminado. No entanto, para evitar proliferação de fungos, a 
suspensão foi mantida em refrigeração até seu uso. 
 
 
5.4 CARACTERIZAÇÃO DOS FILMES BIONANOCOMPÓSITOS 
 
5.4.1 Estudo de intumescimento e estabilidade em meio fisiológico 
 
O primeiro critério de seleção das composições de bionanocompósitos 
adequadas como substratos para adesão e proliferação celular foi o intumescimento 
e a estabilidade em meio fisiológico. Em qualquer aplicação in vivo os filmes ficariam 
em contato com fluidos corporais. Em aplicações como curativo, por exemplo, os 
exsudados liberados por ferimentos devem ser absorvidos sem que isso cause 
fragilização do filme. Mesmo em aplicações in vitro deve-se garantir que a matriz de 
hidrocolóides não se degrade em meio líquido. 
As membranas de hidrocolóides disponíveis no mercado utilizam reticulação 
covalente para garantir a estabilidade do material (BOATENG et al., 2008). A opção 
aqui, no entanto, foi evitar a utilização de agentes reticulantes, mantendo o sistema 
coeso apenas pelas associações intermoleculares. Assim, além de evitar possíveis 
problemas de citotoxicidade (ENGLERT et al., 2007) resultantes de resíduos dos 
reticulantes ou de produtos da reação, o número de passos necessários para a 
produção dos materiais é significativamente reduzido. 
A FIGURA 23 mostra os resultados dos ensaios de intumescimento em meio 
fisiológico (solução de NaCl a 0,9% m/v). Observa-se em todos os filmes uma 
primeira etapa de intumescimento muito rápido (1 a 1,5 h) seguida de uma contração 





FIGURA 23 – ENSAIOS DE INTUMESCIMENTO EM MEIO FISIOLÓGICO DOS FILMES 
BIONANOCOMPÓSITOS COM DIFERENTES TEORES DE CELULOSE (CB50-CB90) E DE FILME 
DE CELULOSE BACTERIANA RECONSTITUÍDA (CB100)  
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Esse mesmo comportamento já foi observado em um sistema microporoso 
(ELSNER e ZILBERMAN, 2010) onde a primeira fase de intumescimento foi 
atribuída a um efeito de hidratação – ocupação dos interstícios do material pela 
água. No material aqui testado, essa fase foi muito mais rápida, indicando uma 
maior plasticidade da rede nanofibrilar, provavelmente em razão da ausência de 
reticulação. A fase de rápida contração indica uma reorganização da estrutura 
interna do material, possivelmente com reagregação de parte das nanofibras. A 
segunda fase de intumescimento, governada pela absorção de água pelos 
hidrocolóides, ocorre com muito mais intensidade no filme com maior teor de 
substituição da CB (CB50), a ponto de causar rompimento da estrutura após 2 dias 
de imersão. O filme CB60 durou 3 dias. Os demais atingiram um patamar após o 
primeiro ou segundo dia, mantendo-se estáveis até o final do teste. 
A expansão observada nos bionanocompósitos, inclusive aqueles com baixo 
teor de hidrocolóides (CB80, CB90) é superior aos valores reportados na literatura 
(ELSNER e ZILBERMAN, 2010) e equivalentes ao da CB liofilizada (KLEMM et al., 
2005). A FIGURA 24 mostra a relação entre o teor de hidrocolóides dos filmes e sua 
capacidade de expansão. A curva obtida ajusta-se bem à equação 
  
Ma = 295 + 1,88x + 0,279x
2       (R2 = 0,9885)                            (9) 
 
onde Ma é o acréscimo de massa percentual dos filmes e x, o teor de hidrocolóides 
(porcentagem em massa). Pode-se, então, ajustar as características desejadas de 
intumescimento do filme através da modificação da composição dos filmes. 
Os mesmos ensaios serviram para avaliar a perda de massa resultante da 
imersão prolongada. As estimativas de perda de massa foram corrigidas levando-se 
em conta o conteúdo de sal na solução fisiológica absorvida pelos filmes. Sem a 
correção (FIGURA 25, símbolos vazados) observam-se valores de perda de massa 
negativos, portanto de aumento de massa provocado pela imersão no meio 
fisiológico. 
Levando-se em conta o teor de sal contido na solução fisiológica absorvida 
(FIGURA 25, símbolos cheios), observa-se para a maioria das composições uma 
perda de massa pequena, próxima ou abaixo do erro experimental do ensaio (cerca 
de ±4%). Apenas os filmes com 40 e 50 % de hidrocolóides (CB60 e CB50) 
apresentaram perdas significativas, da ordem de 20 a 30%, que devem estar 
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relacionadas com a desagregação desses filmes após 2 a 3 dias de imersão. A partir 
destes resultados, as composições CB50 e CB60 foram descartadas do 
desenvolvimento posterior do trabalho. 
 
 
FIGURA 24 – RELAÇÃO ENTRE O PERCENTUAL EM MASSA DE HIDROCOLÓIDES NOS 
BIONANOCOMPÓSITOS E O ACRÉSCIMO DE MASSA NOS ENSAIOS DE INTUMESCIMENTO EM 
MEIO FISIOLÓGICO  
 
 
FIGURA 25 – RELAÇÃO ENTRE O PERCENTUAL EM MASSA DE HIDROCOLÓIDES NOS 
BIONANOCOMPÓSITOS E A PERDA DE MASSA NOS ENSAIOS DE INTUMESCIMENTO EM MEIO 
FISIOLÓGICO. SÍMBOLOS CHEIOS: PERDA DE MASSA CORRIGIDA LEVANDO EM CONTA O 
SAL PRESENTE NO MEIO FISIOLÓGICO INCORPORADO PELOS FILMES 
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5.4.2 Adesão e proliferação celular dos filmes bionanocompósitos 
 
Ensaios preliminares com o cultivo de fibroblastos de camundongo (L929) 
sobre os filmes serviram para verificar a capacidade de adesão das células aos 
bionanocompósitos. Os testes foram repetidos com e sem uma etapa de lavagem 
dos filmes antes da adição do MTT. O controle positivo adotado foi o fundo das 
placas de cultura, de poliestireno revestido com poli(l-lisina). Não foram percebidas 
reduções significativas (p <0,01) no número de células viáveis após a lavagem, o 
que mostra que estas se encontram bem aderidas ao substrato (FIGURA 26). 
 
 
FIGURA 26 – ENSAIOS DE ADESÃO CELULAR SOBRE OS BIONANOCOMPÓSITOS (CB70-CB90) 
E A CELULOSE BACTERIANA RECONSTITUÍDA (CB100), COM E SEM UMA ETAPA DE 
LAVAGEM DA SUPERFÍCIE DOS FILMES ANTES DA QUANTIFICAÇÃO. O CONTROLE POSITIVO 
(CP) É A PLACA DE CULTURA DE POLIESTIRENO 
 
Passou-se então à comparação entre as composições com e sem 
revestimento de colágeno. O controle, agora, foram membranas de CB comercial. 
Uma base de amostragem maior permitiu uma estatística mais acurada dos 
resultados. Observou-se (FIGURA 27) uma tendência ao aumento da proliferação 
celular com o aumento do teor de celulose nos filmes. No entanto, embora os filmes 
de celulose comercial tenham apresentado melhores resultados de proliferação 
celular, a morfologia esferoidal das células aderidas (FIGURA 28, círculos) indica um 
ambiente menos favorável ao desenvolvimento dos fibroblastos. Além disso, a 
distribuição dos fibroblastos na superfície foi muito irregular, com regiões não 
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recobertas pelas células (FIGURA 28, setas). Comportamento semelhante foi 
observado na celulose reconstituída, embora a distribuição superficial das células 
tenha sido melhor. Os filmes com hidrocolóides (C70 e CB80) mostraram um 
espalhamento homogêneo das células na sua superfície. 
 
 
FIGURA 27 – ENSAIOS DE ADESÃO CELULAR SOBRE OS BIONANOCOMPÓSITOS (CB70-CB90) 
E A CELULOSE BACTERIANA RECONSTITUÍDA (CB100), COM E SEM A DEPOSIÇÃO DE UMA 
CAMADA DE COLÁGENO SOBRE OS FILMES. O CONTROLE POSITIVO É A MEMBRANA DE 
CELULOSE BACTERIANA COMERCIAL (CBC) 
 
O único filme em que a tendência apontada não se confirmou foi o CB90, 
cuja distribuição superficial das células foi heterogênea em escala macroscópica, 
com uma consequente dispersão dos resultados (FIGURA 27). Regiões de 
segregação de hidrocolóides entremeadas de regiões de maior teor de celulose 
fizeram com que o filme tivesse uma topografia também irregular. A composição foi, 
então, descartada dos testes com colágeno e dos ensaios posteriores. 
Os resultados dos filmes com colágeno acompanharam de perto a tendência 
observada para os materiais discutidos anteriormente, embora o número de células 
viáveis observado tenha sido maior. Um aumento de 15 a 20 % no número de 
células viáveis foi observado em todas as composições, com exceção do controle de 
CBC, que teve um aumento discreto no número de células aderidas. Isso demonstra 
que, além da composição superficial, a morfologia dos filmes deve estar 





FIGURA 28 – MICROGRAFIAS ÓPTICAS (AUMENTO DE 200X) DOS FILMES COM E SEM 
COLÁGENO, SUBMETIDOS A ENSAIOS DE ADESÃO CELULAR, APÓS ADIÇÃO DO MTT. 
CÍRCULOS: FIBROBLASTOS COM MORFOLOGIA ESFEROIDAL. SETAS: REGIÕES NÃO 
RECOBERTAS POR CÉLULAS 
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5.4.3 Tensiometria e energia livre superficial 
 
Os primeiros ensaios para a determinação da energia livre superficial (γS) 
dos bionanocompósitos empregaram o método da histerese dos ângulos de contato 
(CHIBOWSKI, 2003). Neste método, a diferença entre o ângulo de contato de 
avanço e de retrocesso de um líquido sobre uma superfície (histerese) é 
considerada resultado da interação do líquido com o sólido e, consequentemente, 
um indicativo da energia superficial do sólido. Os resultados obtidos (FIGURA 29), 
no entanto, mostraram-se inconsistentes com os resultados da literatura. Para 
superfícies revestidas de colágeno, são reportados valores de 42,2 a 48,6 mN.m-1 
(HARNETT, ALDERMAN e WOOD, 2007). Superfícies de celulose variam de 51,2 
mN.m-1 em filmes de celulose amorfa até 58,8 mN.m-1 para celulose microcristalina 
(AULIN et al., 2009; GARDNER et al., 2008).  
 
 
FIGURA 29 – ENERGIA LIVRE SUPERFICIAL DOS BIONANOCOMPÓSTIOS (CB70 E CB80), DA 
CELULOSE BACTERIANA RECONSTITUÍDA (CB100) E DA MEMBRANA COMERCIAL, 
CALCULADOS PELO MÉTODO DA HISTERESE A PARTIR DOS ÂNGULOS DE CONTATO DE 
AVANÇO E RETROCESSO DE ÁGUA ULTRAPURA 
 
Os valores de γs obtidos foram sistematicamente mais altos que os 
esperados (em torno de 5 mN.m-1 de incremento), o que levou à suspeita de que os 
valores de histerese poderiam estar sendo superestimados. Isto pode ser causado 
pela absorção do líquido utilizado (água ultrapura) e pelo efeito de capilaridade, 
consequência da estrutura fibrilar da superfície. 
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Passou-se então à determinação da energia superficial a partir do método da 
equação de estado (NEUMANN et al., 1974). Embora de abordagem mais simples, 
levando em conta apenas o ângulo de contato de equilíbrio da gota sobre a 
superfície, este método revelou uma melhor reprodutibilidade, com desvios padrão 
menores que os observados anteriormente. Os resultados para as superfícies 
revestidas com colágeno (FIGURA 30) encontram-se dentro da faixa esperada para 
as superfícies testadas, com exceção dos filmes CB70c, mais hidrofílicos do que os 
revestimentos de colágeno reportados na literatura. 
 
 
FIGURA 30 - ENERGIA LIVRE SUPERFICIAL DOS BIONANOCOMPÓSTIOS (CB70 E CB80), DA 
CELULOSE BACTERIANA RECONSTITUÍDA (CB100) E DA MEMBRANA COMERCIAL, 
CALCULADOS PELO MÉTODO DA EQUAÇÃO DE ESTADO A PARTIR DOS ÂNGULOS DE 
CONTATO DE ÁGUA ULTRAPURA 
 
No caso das superfícies sem colágeno, observou-se uma relação entre o 
teor de hidrocolóides nos filmes e sua energia livre superficial. Essa relação é 
aproximadamente linear, podendo ser expressa pela equação: 
 
γs = 56,2 - 0,358x       (R
2 = 0,9959)                                   (10) 
 
onde x é a porcentagem em massa de hidrocolóides nos compósitos. 
Outra correlação observada nas superfícies sem colágeno é entre a energia 
livre superficial e o número de fibroblastos viáveis aderidos à superfície (FIGURA 
31). Embora os desvios estatísticos nesse caso sejam muito grandes para afirmar 
que a relação é linear, os resultados sugerem mais uma forma de se ajustar as 
propriedades dos compósitos a partir da modificação de suas composições. No caso 
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das superfícies com colágeno, as diferenças observadas devem estar relacionadas 




FIGURA 31 – RELAÇÃO ENTRE A ENERGIA LIVRE SUPERFICIAL E O NÚMERO DE 
FIBROBLASTOS VIÁVEIS ADERIDOS À CELULOSE BACTERIANA COMERCIAL, CELULOSE 
BACTERIANA RECONSTITUÍDA E BIONANOCOMPÓSITOS 
 
 
5.4.4 Medidas de microscopia de força atômica e microscopia eletrônica de 
varredura 
 
A FIGURA 32 mostra imagens de AFM da celulose bacteriana comercial e 
do filme de CB reconstituída (CB100). Embora as duas superfícies sejam 
semelhantes, algumas diferenças importantes são observadas. As nanofibras da 
CBC apresentam certo grau de orientação local, estando organizadas em feixes. 
Essa orientação pode ser resultado das tensões geradas durante o processo de 
secagem rápida a que foram submetidas na indústria, aliadas ao entrelaçamento 
característico da membrana de CB in natura. Já o material reconstituído não 
apresenta tal organização – as nanofibras estão dispostas totalmente ao acaso.  
Outra diferença entre a CBC e a CB reconstituída é a menor compactação 
das nanofibras, evidenciada pelo deslocamento das nanofibras causado pela 
interação com a ponta do AFM, o que resulta em artefatos de imagem 
característicos (setas). Tais artefatos são ausentes nas imagens da CBC. 
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FIGURA 32 – IMAGEM DE MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA EM MODO DINÂMICO DA 
CELULOSE BACTERIANA COMERCIAL E DA CELULOSE BACTERIANA RECONSTITUÍDA. (a) 
IMAGEM TOPOGRÁFICA; (b) IMAGEM DE AMPLITUDE; (c) PROJEÇÃO TRIDIMENSIONAL DA 










O deslocamento das nanofibras resulta também em menor nitidez das 
imagens da CB100. É provável que o processo de secagem mais lento promovido 
pela técnica de casting úmido resulte numa estrutura mais relaxada. A superfície dos 
filmes revestidos contendo 20% de hidrocolóides (CB80) apresenta um padrão 
superficial bem semelhante, sendo impossível distingui-las nas imagens de 
microscopia eletrônica de varredura (FIGURA 33). 
 
       
FIGURA 33 – IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA DA CB 
RECONSTITUÍDA E DOS BIONANOCOMPÓSITOS. TENSÃO DE 10 kV, MAGNIFICAÇÃO DE 
50.000 VEZES 
 
Ao revestir a CB com colágeno, mudanças importantes na sua morfologia 
superficial são observadas (FIGURA 34). As nanofibras de celulose deixam de ser 
claramente visíveis, sugerindo que a superfície foi completamente revestida. Além 
de estruturas aproximadamente globulares, são observadas algumas regiões em 
que aparecem padrões de repetição típicos do colágeno (setas), embora não haja 
evidência clara de organização do colágeno em fibrilas como as que são observadas 
nos sistemas biológicos do qual ele é extraído.  
CB100                                              CB80                                              CB70  
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FIGURA 34 – IMAGEM DE MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA EM MODO DINÂMICO DA 
CELULOSE BACTERIANA COMERCIAL (CB100c) E DA CELULOSE BACTERIANA 
RECONSTITUÍDA (CB100c) REVESTIDAS DE COLÁGENO.(a) IMAGEM TOPOGRÁFICA; (b) 
IMAGEM DE AMPLITUDE; (c) PROJEÇÃO TRIDIMENSIONAL DA IMAGEM a. SETAS: EVIDÊNCIA 









Os filmes contendo 30% de hidrocolóides não mostram, em sua superfície, 
evidência de regiões de agregação dos hidrocolóides. Seu aspecto sob o 
microscópio eletrônico de varredura (FIGURA 33) ainda é praticamente indistinguível 
da CB100. A textura nanofibrilar ainda é claramente visível nas imagens de AFM 
(CB70, FIGURA 35), porém a varredura não causa os artefatos típicos do 
deslocamento das nanofibras, sugerindo que a presença dos hidrocolóides contribui 
com a estabilização mecânica da superfície. 
 
   
 
 
FIGURA 35 – IMAGEM DE MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA EM MODO DINÂMICO DE 
BIONANOCOMPÓSITO COM 70% DE CELULOSE E 30% DE HIDROCOLÓIDES (CB70) (a) 
IMAGEM TOPOGRÁFICA; (b) IMAGEM DE AMPLITUDE; (c) PROJEÇÃO TRIDIMENSIONAL DA 
IMAGEM a 
 
A FIGURA 36 mostra os histogramas de distribuição dos ângulos nas 
imagens de fase de AFM dos filmes de CB reconstituída e de CB70. Ambos os 
histrogramas mostram uma distribuição aproximadamente normal, sugerindo não 
haver diferenças de composição superficial nas áreas varridas pela ponta. O 
histograma do CB70 tem um máximo em ângulo mais baixo que o CB100, 
mostrando que a superfície dissipa mais energia, sendo, portanto, menos rígida que 






fibras já discutidos. Pode-se concluir que a superfície do filme CB70 é totalmente 




FIGURA 36 – HISTOGRAMA DE DISTRIBUIÇÃO DOS ÂNGULOS DE FASE NAS IMAGENS DE 
AFM DA CELULOSE RECONSTITUÍDA (CB100) E NOS BIONANOCOMPÓSITOS COM 30% DE 
HIDROCOLÓÍDES (CB70)  
 
 
O aspecto superficial dos filmes CB70 revestidos de colágeno é 
completamente diferente. Nesses, o colágeno organizou-se em nanofibrilas 
(FIGURA 37) com um padrão de repetição bem característico (setas). A medida da 
distância de repetição (D) dessas fibras é de 64,8 ± 5,4 nm, permitindo caracterizá-
las seguramente como colágeno do tipo I (KADLER et al., 1996). No entanto, as 
nanofibrilas formadas não apresentam a seção transversal cilíndrica normalmente 
assumida pelo colágeno, além de apresentarem uma largura de até 561 nm, muito 
maior do que a reportada para nanofibrilas formadas em solução com 
polissacarídeos (TSAI et al., 2006). Os polissacarídeos presentes na superfície do 
filme proporcionaram, então, um substrato muito eficaz para a auto-organização do 
colágeno, o que pode explicar a já apontada energia superficial mais elevada do 
CB70 em relação a outras superfícies revestidas de colágeno. 
O colágeno, organizado ou não em nanofibrilas, contribuiu para elevar a 
rugosidade da superfície dos materiais analisados. Observa-se, na TABELA 4, que 
os filmes revestidos de colágeno têm uma rugosidade sistematicamente mais 
elevada que os filmes correspondentes sem revestimento. No entanto, os resultados 
de energia livre superficial e de proliferação celular não correlacionam com a 
rugosidade das superfícies revestidas. É possível que o maior ou menor grau de 
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auto-organização do colágeno nas superfícies traduza-se em diferentes grupos 
funcionais expostos na mesma, modificando a interação com os fibroblastos. 
 
    
 
FIGURA 37 – IMAGEM DE MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA EM MODO DINÂMICO DE 
BIONANOCOMPÓSITO COM 70% DE CELULOSE E 30% DE HIDROCOLÓIDES, REVESTIDO DE 
COLÁGENO (CB70c) (a) IMAGEM TOPOGRÁFICA; (b) IMAGEM DE AMPLITUDE; (c) PROJEÇÃO 
TRIDIMENSIONAL DA IMAGEM a 
 
TABELA 4 – PROPRIEDADES SUPERFICIAIS DA CELULOSE BACTERIANA E DOS 
BIONANOCOMPÓSITOS 








% de células viáveis em 
relação à CBC
 c 
Filmes sem  
colágeno 
  
CBC 38,3 ± 3,0 62,4 ± 3,8 100 ± 11 
CB100 43,6 ± 7,9 56,3 ± 2,4 95,2 ± 3,7 
CB80 n. d. 48,9 ± 2,3 90,3 ± 5,5 
CB70 41,8 ± 2,9 45,9 ± 2,9 87,1 ± 5,3 
Filmes com  
colágeno 
  
CBCc 42,9 ± 3,9 50,7 ± 1,9 110 ± 15 
CB100c 54,9 ± 9,6 47,3 ± 1,1 122 ± 3,2 
CB80c n. d. 44,9 ± 1,1 106,45 ± 8,6 
CB70c 61,0 ± 12,0 52,8 ± 2,3 101 ± 9,5 
a
Determinada a partir das imagens de microscopia de força atômica; n. d.: não determinada 
b
Calculada pelo método da equação de estado, a partir de medidas de ângulo de contato 
c 






5.4.5 Espectroscopia fotoeletrônica de raios X 
 
A FIGURA 38 mostra os espectros de XPS de alta resolução de C 1s da CB 
reconstituída, da GG e do HA, bem como a deconvolução dos picos. A TABELA 5 
apresenta os resultados encontrados, comparando-os com o que seria esperado se 
a superfície das nanofibrilas estivesse recoberta pela mistura HA:GG 1:1 em 
diferentes extensões. Observa-se que ambos bionanocompósitos apresentam perfis 
muito próximos do que seria esperado para um recobrimento total da superfície 
pelos hidrocolóides. As composições ainda corresponderiam ao esperado (dentro de 
uma margem de 2% de erro) se 10% da superfície fosse de celulose exposta. Dada 
a organização superficial evidenciada pelas técnicas de AFM e SEM, onde o caráter 
nanofibrilar dos filmes ainda é claramente visível mesmo com adição de 
hidrocolóides, pode-se concluir que as nanofibrilas encontram-se recobertas 
homogeneamente pelos hidrocolóides. 
 
     
 
        
FIGURA 38 – ESPECTROS FOTOELETRÔNICOS DE RAIOS X DE ALTA RESOLUÇÃO DOS 
PICOS C 1s DA GOMA GUAR (GG), ÁCIDO HIALURÔNICO (HA), CELULOSE RECONSTITUÍDA 




TABELA 5 – CONTRIBUIÇÃO DE GRUPOS PARA A GOMA GUAR (GG), ÁCIDO HIALURÔNICO 
(HA), CELULOSE RECONSTITUÍDA (CB100) E BIONANOCOMPÓSITOS (CB70 E CB80), 
CALCULADA A PARTIR DA DECOMPOSIÇÃO DOS PICOS C 1s DOS ESPECTROS DE XPS; 
CONTRIBUIÇÕES ESTIMADAS PARA SUPERFÍCIES COM DIFERENTES COMPOSIÇÕES DE CB, 
HA E GG 





% de células viáveis 
em relação a CBC c 
Filmes sem  
colágeno 
  
CBC 38,3 ± 3,0 62,4 ± 3,8 100 ± 11 
CB100 43,6 ± 7,9 56,3 ± 2,4 95,2 ± 3,7 
CB80 n. d. 48,9 ± 2,3 90,3 ± 5,5 
CB70 41,8 ± 2,9 45,9 ± 2,9 87,1 ± 5,3 
Filmes com  
colágeno 
  
CBCc 42,9 ± 3,9 50,7 ± 1,9 110 ± 15 
CB100c 54,9 ± 9,6 47,3 ± 1,1 122 ± 3,2 
CB80c n. d. 44,9 ± 1,1 106,45 ± 8,6 
CB70c 61,0 ± 12,0 52,8 ± 2,3 101 ± 9,5 
*
 Inferior a 1% 
 
Com exceção do HA, todos os outros picos apresentaram uma contribuição 
de carbono de carboxila (O=C-O) inferior a 1%. Tal contribuição não foi considerada 
no ajuste final dos picos. Uma estimativa mais acurada da presença de grupos 
carboxila na superfície dos filmes pode ser obtida pela análise dos picos de O 1s 
(FIGURA 39). Observa-se, no HA, uma importante contribuição de um componente 
com energia de ligação de 531,2 eV. Esse componente corresponde à soma das 
contribuições dos átomos de oxigênio de grupos carboxilato (COO-), 531,1 eV, e 
amida (O=C-N), 531,3 eV (GERIN, DENGIS e ROUXHET, 1995), muito próximos 
para serem deconvoluídos adequadamente. O componente maior (532,7 eV) 
corresponde aos grupos álcool e hemiacetal do polissacarídeo. A relação entre eles 
está muito próxima da relação teórica de 3:8 (27%:73%) esperada a partir da 
estrutura do HA se considerado na forma de sal sódico. A presença de um pico 
Auger correspondente ao sódio (Na KLL) reforça essa ideia. 
Nos bionanocompósitos CB70 e CB80 a contribuição da componente em 
531,2 eV foi estimada em 3,3 e 2,3%, respectivamente. Essa contribuição é muito 
menor do que a esperada para o HA presente na superfície dos filmes. Os 
experimentos de tensiometria revelaram que os filmes contendo hidrocolóides são 
menos hidrofílicos que a celulose, comportamento inesperado se considerarmos a 
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capacidade de hidratação do HA. Pode-se, então, concluir que os grupamentos 
carboxilato e amida encontram-se voltados para o interior do material, possivelmente 
interagindo com a GG ou com a superfície da celulose. 
 
       
FIGURA 39 – ESPECTROS FOTOELETRÔNICOS DE RAIOS X DE ALTA RESOLUÇÃO DOS 
PICOS O 1s DO ÁCIDO HIALURÔNICO (a) E DOS BIONANOCOMPÓSITOS CB70 (b) E CB80 (c), 
DECOMPOSTOS EM SEUS COMPONENTES 
 
A deposição de colágeno sobre a superfície dos filmes altera completamente 
o perfil do pico de C 1s. Observa-se na FIGURA 40 que os picos são muito 
semelhantes, independentemente do substrato utilizado. Dada a grande 
complexidade da estrutura do colágeno, a decomposição dos picos e a interpretação 
das componentes resultantes é bem mais complexa que no caso dos filmes 
compostos exclusivamente de polissacarídeos. Optou-se, então, pela decomposição 
em três componentes adotada por Côté et al. (2004) e Gurdak et al. (2006), com 
energias de ligação de 284,8 eV para C-(C,H), 286,3 eV para carbono ligado a O e N 
por ligações simples, C-(O,N), e 288 eV para carbono de amida, O-C=N. 
 
     
FIGURA 40 – ESPECTROS FOTOELETRÔNICOS DE RAIOS X DE ALTA RESOLUÇÃO DOS 

















































































































































































As pequenas diferenças observadas nas componentes dos filmes podem ser 
explicadas em termos de exposição de diferentes grupos nas suas superfícies em 
razão das diferenças na organização do colágeno. Como já foi relatado por Gurdak 
et al. (2006), a razão N/C determinada por XPS em filmes de proteínas é 
sistematicamente menor que a obtida por análise elementar, indicando que os 
grupos nitrogenados encontram-se voltados para o interior dos filmes. No presente 
trabalho, a razão N/C foi de 0,114 para CB70c, 0,103 para CB80c e 0,097 para 
CB100c. Os valores decrescentes podem estar relacionados com a decrescente 
organização do colágeno na superfície. Pois a automontagem das fibrilas de 
colágeno na superfície do filme CB70c, observada por AFM, proporciona uma maior 
densidade da camada, reduzindo a contribuição do substrato na estimativa da 
composição elementar por XPS. 
 
 
5.5 SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS DE PRATA 
 
5.5.1 Síntese de nanopartículas de prata in situ nos bionanocompósitos 
 
A capacidade de polissacarídeos, em particular da celulose, de complexar e 
reduzir íons Ag+ envolve a coordenação dos íons hidratados [Ag(H2O)2]
+ com os 
grupos –OH da celulose, seguida pela redução por grupos aldeído terminais da 
cadeia desse polissacarídeo. Dessa forma, a presença de grupos redutores livres 
em defeitos na superfície das nanofibrilas (regiões amorfas) permite reduzir a prata 
sem a necessidade de adição de agentes redutores ou de fornecimento de energia 
ao sistema (KOTEL'NIKOVA et al., 2003). Assim, as primeiras tentativas de síntese 
de AgNP nos bionanocompósitos envolveram a impregnação dos mesmos em 
soluções de nitrato de prata, seguida da redução espontânea em meio aquoso. O 
processo, no entanto, foi lento, exigindo tempos de reação superiores a 24 h e 
apresentou um baixo rendimento. Além disso, o elevado tempo de imersão permitiu 
a migração dos íons Ag+ para a superfície dos filmes, formando partículas com 
dimensões da ordem de micra, e levou a modificações estruturais devido ao 
inchamento da matriz polissacarídica. 
Outro método testado para a produção das nanopartículas foi a redução por 
radiação ultravioleta-C. Neste caso, o processo apresentou problemas de 
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reprodutibilidade no controle de tamanho e de morfologia das partículas formadas. 
Alguns exemplos desses experimentos prévios encontram-se no APÊNDICE 1. 
Após os resultados desses processos, o método para a redução da prata foi 
o emprego de um agente redutor em solução. A escolha do ácido L-ascórbico foi 
motivada pela sua biocompatibilidade, baixa toxicidade e ação antioxidante no 
próprio organismo. Assim, eventuais resíduos do excesso de reagente retidos pelo 
material não causariam problemas de citotoxicidade, ao contrário de outros 
redutores, como a trietanolamina e o boroidreto de sódio, frequentemente utilizados 
na síntese de AgNP. O processo ocorre em duas etapas: na primeira, os filmes são 
impregnados com soluções de AgNO3; na segunda, ocorre a redução com soluções 
de ácido L-ascórbico. 
A TABELA 6 mostra o esquema de nomenclatura utilizado nos filmes 
submetidos à impregnação/redução, que inclui o bionanocompósito empregado 
como material de partida, a concentração e solvente da solução de AgNO3 utilizada 
na impregnação e a concentração e solvente da solução de redutor. 
 
TABELA 6 – NOTAÇÃO UTILIZADA NA DENOMINAÇÃO DOS BIONANOCOMPÓSITOS 
CONTENDO NANOPARTÍCULAS DE PRATA 
 
Filme X-Y-Z, onde: 
 
Bionanocompósito 
utilizado,     X = 
 
Solução de AgNO3, Y = 
 Solução de ácido  
L-ascórbico, Z = 
30% de  
HA:GG 
CB70  1 mmol.L-1 aquosa 1  10 mmol.L-1 aquosa 10 
  5 mmol.L-1 aquosa 5  50 mmol.L-1 aquosa 50 
20% de 
HA:GG 
CB80  5 mmol.L-1 em etanol 5E  100 mmol.L-1 aquosa 100 
  5 mmol.L-1 em solução 
hidroetanólica 30%(v/v) 
5E30  20 mmol.L-1 em etanol E 
        
 
As concentrações de AgNO3 reportadas na literatura para impregnação de 
membranas de celulose bacteriana varia de 1 mmol.L-1 (MANEERUNG, TOKURA e 
RUJIRAVANIT, 2008) a 60 mmol.L-1 (DE SANTA MARIA et al., 2009). No entanto, 
nesse último trabalho não houve uma preocupação em se considerar o volume de 
água contido nas membranas de CB no cômputo da concentração final de Ag+. 
Sendo assim, no presente trabalho, duas concentrações foram testadas, 1 mmol.L -1 
e 5 mmol.L-1, para verificar o efeito da variação da concentração na síntese. Como 
solventes para o nitrato de prata foram utilizados água ultrapura ou solução 
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hidroetanólica (30%, v/v). Esta última já é utilizada na remoção do excesso de Ag+ 
em membranas impregnadas com prata (BARUD et al., 2011; DE SANTA MARIA et 
al., 2009). Na presença do etanol, os íons Ag+ apresentam maior afinidade pelos 
grupos hidroxila dos polissacarídeos do que pelo solvente, o que promove a retirada 
apenas dos íons não adsorvidos. Portanto, o uso da solução hidroetanólica na etapa 
de impregnação reduz as alterações na estrutura dos filmes devido à imersão 
prolongada, uma vez que o intumescimento da fase de hidrocolóides é menor. Ao se 
utilizar de filmes secos reduziu-se muito o tempo necessário para a impregnação. 
Em sistemas utilizando as membranas úmidas, a penetração da prata no filme 
depende da difusão dos íons na membrana, exigindo tempos da ordem de 12 a 24 h 
para atingir o equilíbrio com a solução de AgNO3 (BARUD et al., 2008; DE SANTA 
MARIA et al., 2009). No caso dos filmes secos, a migração do solvente para o 
interior da estrutura trata de carrear os íons. O tempo de imersão na solução levou 
em conta as observações dos ensaios de intumescimento. Como foi observado um 
primeiro máximo de expansão dos filmes entre 1 e 2 h de imersão (ver seção 5.4.1 e 
FIGURA 23), o tempo de imersão foi fixado nesse intervalo. 
A forma mais empregada de acompanhar a síntese de AgNP é observar o 
desenvolvimento da banda de ressonância plasmônica, usualmente através do 
espectro de absorbância da solução no ultravioleta-visível. Soluções de baixa 
turbidez contendo as nanopartículas podem ser analisadas por espectrofotômetros 
de UV-VIS convencionais. Nesses, pode-se inclusive acompanhar quantitativamente 
o andamento da reação aplicando-se a Lei de Lambert-Beer. Em substratos sólidos 
ou de elevada turbidez, no entanto, além da absorção da luz pelas espécies 
presentes, ocorrem outros efeitos, entre eles o espalhamento da luz e a reflexão 
especular da luz na superfície do material. Também ocorrem reflexões múltiplas da 
luz que penetra no material e emerge novamente na superfície (reflexão difusa) 
(JENTOFT, 2009). A fim de extrair da luz refletida difusamente informações sobre o 
espectro de absorção do material, algumas modificações devem ser feitas tanto no 
aparato experimental quanto no tratamento das informações obtidas (ver Materiais e 
Métodos, item 4.4.2.1). 
Entre os vários modelos de tratamento da reflectância difusa para obtenção 
do espectro de absorção, destaca-se o de Kubelka-Munk (KUBELKA, 1948). A 
aplicação do modelo é limitada aos meios de elevada reflectância, contendo baixa 
concentração de espécies que absorvam na faixa de comprimentos de onda 
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selecionada. No entanto, devido à sua simplicidade, é o modelo mais adotado em 
aplicações industriais como, por exemplo, na indústria de papel e celulose (YANG e 
KRUSE, 2004). Como os materiais desenvolvidos neste trabalho têm grande 
semelhança estrutural com papéis pigmentados, a equação de Kubelka-Munk 
(EQUAÇÃO 5) foi o modelo escolhido para converter em espectros de absorção os 
dados de reflectância obtidos.  
Os primeiros experimentos de redução utilizando ácido L-ascórbico (FIGURA 
41) foram realizados com soluções aquosas de Ag+ e de agente redutor. Observa-se 
que o aumento da concentração de Ag+ empregada na impregnação (de 0,001 para 
0,005 mol.L-1) refletiu-se num aumento da absorbância dos filmes, embora a 
absorbância não tenha aumentado linearmente com a concentração. Isso indica uma 
saturação do sistema, o que determinou a concentração de 0,005 mol.L-1 de Ag+ 
para os experimentos posteriores. O aumento da relação redutor:oxidante deslocou 




FIGURA 41 – ESPECTRO DE REFLECTÂNCIA DIFUSA NO ULTRAVIOLETA-VISÍVEL DE FILMES 
CB70 IMERSOS EM SOLUÇÕES AQUOSAS DE AgNO3 0,001 mol.L
-1
 (CB70-1-10 e CB70-1-100) E 
0,005 mol.L
-1
 (CB70-5-10 e CB70-5-100) E DOS REDUZIDOS POR SOLUÇÃO AQUOSA DE ÁCIDO 
L-ASCÓRBICO 0,01 mol.L
-1
 (CB70-1-10; CB70-5-10) E 0,1 mol.L
-1
 (CB70-5-10; CB70-5-100) 
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O aspecto visual dos filmes mostrou-se irregular, com maior coloração nas 
bordas. Fenômeno semelhante já havia sido reportado por Maneerung, Tokura e 
Rujiravanit (2008) para a reação em membranas de CB úmidas. Os autores 
atribuíram esse fenômeno a uma competição entre a difusão do redutor para o 
interior dos filmes e a difusão dos íons Ag+ para o exterior. O ajuste da relação 
redutor:oxidante permitiu um compromisso entre uma reação muito rápida (que 
levava à formação de nanopartículas preferencialmente na superfície dos filmes) e 
uma reação lenta (que permitia a difusão da prata para o exterior, levando à 
formação de AgNP em solução). No entanto, nos sistemas aqui desenvolvidos a 
modificação dessa relação não resultou em uma maior homogeneidade na 
distribuição das nanopartículas, pois a irregularidade na coloração se manteve em 
todas as condições estudadas. O comportamento da reação parece ser ditado pelas 
taxas de difusão de Ag+ e do redutor. 
A alternativa encontrada para a mudança nessas taxas de difusão foi a 
modificação dos solventes empregados no processo. Num primeiro experimento, 
empregou-se etanol absoluto (mínimo de 99%, v/v) como solvente do AgNO3, 
mantendo a água como solvente do ácido L-ascórbico. Duas concentrações de 
redutor foram empregadas: 0,05 mol.L-1 e 0,1 mol.L-1, mantendo-se a concentração 
do AgNO3 em 0,005 mol.L
-1.  
Observou-se que a concentração menor de redutor produziu filmes com 
maior intensidade de absorção. A FIGURA 42a mostra o espectro de UV-VIS do 
filme, evidenciando uma intensidade de absorção maior que a obtida nos 
experimentos em meio aquoso. A explicação para a maior intensidade de absorção 
pode estar na imagem de SEM do filme (FIGURA 42b). Cerca de 30 % da área 
superficial do filme encontra-se coberta de partículas esferoidais com 148 ± 35 nm 
de diâmetro. A troca de etanol por água durante a reação promoveu uma rápida 
difusão da prata para a superfície. 
O último grupo de filmes testado envolveu o emprego de diferentes 
solventes (água e solução hidroalcoólica) para o nitrato de prata. O redutor foi 
diluído em etanol absoluto (mínimo 99%, v/v de etanol), numa concentração de 0,02 
mol.L-1. Essa concentração não foi escolhida, pois é um limitante imposto pela 




FIGURA 42 – (a) ESPECTRO DE REFLECTÂNCIA DIFUSA NO ULTRAVIOLETA-VISÍVEL DE 
FILME CB80 IMERSO POR 1 h EM SOLUÇÃO 0,005 mol.L
-1 
DE AgNO3 EM ETANOL E REDUZIDO 
POR 10 min EM SOLUÇÃO AQUOSA DE ÁCIDO ASCÓRBICO 0,05 mol.L
-1
 (CB80-5E-50); (b) 
IMAGEM DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA DO FILME; FOTOGRAFIA DO 
MESMO FILME ANTES DA IMPREGNAÇÃO (c) E APÓS A REDUÇÃO (d) 
 
Os filmes apresentaram uma coloração alaranjada intensa (FIGURA 43c). O 
filme obtido a partir da impregnação com solução hidroetanólica (CB70-5E30-E) 
apresenta, na superfície, nanopartículas esparsas (FIGURA 43b), embora alguns 
agregados sejam observados (inserto). A banda de ressonância plasmônica é 
estreita e apresenta um máximo em 384 nm (FIGURA 43a), o menor valor 
encontrado nos sistemas estudados, o que indica a presença de nanopartículas 
menores. A segunda banda com máximo em 532 nm é característica de agregados 
de nanopartículas ou de morfologias diferentes da esférica. A banda plasmônica do 
filme obtido a partir da solução aquosa de AgNO3 (CB70-5-E) é mais larga e 
deslocada para o vermelho, indicando nanopartículas maiores, embora não tanto 






FIGURA 43 – (a) ESPECTRO DE REFLECTÂNCIA DIFUSA NO ULTRAVIOLETA-VISÍVEL DOS 
FILMES CB70 IMERSOS POR 1 h EM SOLUÇÃO DE 0,005 mol.L
-1 
DE AgNO3 AQUOSA (CB70-5-E) 
E HIDROETANÓLICA (CB70-5e30-E) E REDUZIDOS POR 10 min EM SOLUÇÃO DE 0,02 mol.L
-1
 
DE ÁCIDO ASCÓRBICO EM ETANOL; (b) IMAGEM DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 
VARREDURA DO FILME CB70-5e30-E (NO INSERTO, OUTRA REGIÃO DO MESMO FILME); (c) 
FOTOGRAFIA DO FILME b 
 
A imagem de TEM de uma seção transversal do filme CB70-5E30-E 
(FIGURA 44a) permite explicar o espectro de DRUV-VIS observado. As 
nanopartículas são menores e mais numerosas que as mostradas nas imagens de 
SEM. Comparando-se uma imagem com maior magnificação (FIGURA 44b) com sua 
imagem correspondente em campo escuro (FIGURA 44c), nota-se que as 
nanopartículas maiores possuem no seu interior regiões cristalinas menores sendo, 
portanto, constituídas de agregados de nanocristais de prata. 
O histograma de distribuição de tamanhos dessas nanopartículas foi obtido a 
partir da medida do diâmetro de 350 nanopartículas (FIGURA 45). A distribuição é 
bimodal, com uma família de menor diâmetro, de 6,3 ± 3,2 nm, e outra de maiores e 







FIGURA 44 – (a) IMAGEM DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO DE FILME DE 
BIONANOCOMPÓSITO IMPREGNADO DE AgNO3 E SUBMETIDO A REDUÇÃO POR SOLUÇÃO 
ETANÓLICA DE ÁCIDO L-ASCÓRBICO; (b) MAGNIFICAÇÃO MAIOR DE UMA DAS 
NANOPARTÍCULAS; (c) IMAGEM DE CAMPO ESCURO CORRESPONDENTE À IMAGEM b 
 
 
         
FIGURA 45 – HISTOGRAMA DE DISTRIBUIÇÃO DE TAMANHOS DAS NANOPARTÍCULAS 
PRESENTES NO FILME CB70-5E30-E, COM AS CURVAS CORRESPONDENTES A AJUSTES A 





5.5.2 Espectroscopia fotoeletrônica de raios X 
 
O espectro de XPS de baixa resolução de filme CB70 após a impregnação 
em solução aquosa 0,005 mol.L-1 de AgNO3 (FIGURA 46) não mostrou a presença 
de nitrogênio. Isso significa que o enxágue do filme após a imersão foi eficiente, pois 
se a prata presente na superfície (0,6 %) estivesse na forma de sal, deveria se 
esperar uma porcentagem atômica equivalente de nitrogênio dos íons nitrato. Pode-




FIGURA 46 – ESPECTRO FOTOELETRÔNICO DE RAIOS X DE BAIXA RESOLUÇÃO DE FILME 
CB70 IMPREGNADO COM PRATA PELA IMERSÃO POR 1 HORA EM SOLUÇÃO AQUOSA 0,001 
mol.L
-1
 DE AgNO3 
 
As varreduras de alta resolução de picos da prata (Ag 3d3/2 e Ag 3d5/2) 
mostraram resultados muito semelhantes em termos de energias de ligação. Na 
FIGURA 47, são comparadas as varreduras para o filme impregnado com prata 
antes (CB70-5) e depois de sofrer redução. Não foram observadas modificações que 
permitissem inferir o estado de oxidação da prata nos filmes. Embora alguns 
trabalhos o façam (HUANG et al., 1996; MORALES-LUCKIE et al., 2013), as 
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energias de ligação de Ag 3d em diferentes estados de oxidação distribuem-se 
numa faixa muito estreita para que se possa resolvê-las adequadamente, como já 
discutido por Kaushik (1991) e Messaoud et al. (2010). A alternativa apontada por 
esses autores é o uso do parâmetro Auger. No entanto, os picos Auger da prata são 
de intensidade mais baixa que os picos 3d. Assim, a baixa relação sinal/ruído para 
os sistemas em questão (evidenciada na FIGURA 47) impede o uso desse recurso 
na interpretação das interações da prata com os demais elementos presentes. 
 
 
FIGURA 47 – ESPECTROS FOTOELETRÔNICOS DE RAIOS X DE ALTA RESOLUÇÃO DOS 
PICOS Ag 3d5/2 E Ag 3d3/2 DE FILME IMPREGNADO PRATA PELA IMERSÃO POR 1 HORA EM 
SOLUÇÃO AQUOSA 0,005 mol.L
-1
 DE AgNO3 (CB70-5) E DE FILMES SUBMETIDOS À REDUÇÃO 
COM ÁCIDO ASCÓRBICO EM DIFERENTES CONDIÇÕES  
 
A alternativa encontrada foi procurar, nos picos correspondentes a outros 
elementos, evidências de interações diferentes das encontradas nos filmes antes 
das reações. Os óxidos de prata apresentam picos de O 1s com energias de ligação 
de 528,6 eV (AgO) e 529,5 eV (Ag2O) suficientemente deslocadas das energias 
encontradas nos sistemas sem prata para permitir sua identificação.  
A FIGURA 48 mostra os espectros de alta resolução do pico O 1s para 
alguns dos filmes contendo AgNP. Observa-se que esses picos apresentam perfis 
bem semelhantes, com uma contribuição mínima (aproximadamente 1%) do 
oxigênio de grupos carboxilato, que pode ser atribuída à presença do HA. Isso 
indica, portanto, que o enxágue dos filmes removeu de forma eficiente o ácido L-
ascórbico em excesso. Não foi observada a presença dos picos de oxigênio ligado à 
prata mencionados acima, reforçando o caráter metálico das AgNP. 
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FIGURA 48 – ESPECTROS FOTOELETRÔNICOS DE RAIOS X DE ALTA RESOLUÇÃO DOS 
PICOS O 1s DE BIONANOCOMPÓSITOS IMPREGNADOS DE PRATA (CB70-5) E SUBMETIDOS À 
REDUÇÃO POR RADIAÇÃO ULTRAVIOLETA (CB70-5-UV) OU SOLUÇÕES DE ÁCIDO L-
ASCÓRBICO 0,05 mol.l
-1
 EM ÁGUA (CB80-5E-50) E 0,02 mol.L
-1
 EM ETANOL (CB70-5E30-E) 
 
Os espectros de baixa resolução de filmes submetidos à redução permitiram 
a estimativa da quantificação da prata em suas superfícies. Expressando esse teor 
pela relação atômica Ag/O, é minimizada a interferência do carbono adventício nos 
resultados. O filme CB70-5, impregnado de Ag+ mas não submetido à redução, 
apresentou uma relação Ag/O de 0,0153. Essa relação passou para 0,0092 no filme 
contendo grande número de partículas maiores na sua superfície (CB80-5E-50, 
FIGURA 42, página 107). O filme reduzido com solução etanólica de redutor, CB70-
5E30-E(FIGURA 43, página 108), apresentou uma relação Ag/O muito menor, de 
apenas 0,0017, embora seu espectro de absorção tenha quase a mesma 
intensidade do filme CB80-5E-50 e tenha sido observado por TEM um grande 
número de AgNP no seu interior. Isso indica que a maior parte dos íons prata foi 
reduzida no interior do filme. 
A interpretação conjunta dos resultados de microscopia, DRUV-VIS e XPS 
permite montar um panorama dos processos ocorridos nos filmes durante a síntese 
das AgNP. A FIGURA 49 é uma representação esquemática desses processos. 
Além da reação propriamente dita, concorrem para o resultado da síntese os 
processos de difusão do redutor para o interior do filme, de dessorção/difusão de 
Ag+ para o seu exterior e as alterações no intumescimento do filme, motivadas pela 
troca de solvente. Nos filmes intumescidos e reduzidos em meio aquoso, não há 
alteração estrutural (expansão/contração) da matriz polissacarídica, nem uma troca 
de solventes que proporcione um transporte rápido de material no sistema. A 
consequência é a distribuição irregular de partículas no filme, observada 
macroscopicamente pela heterogeneidade da coloração desenvolvida. 
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Na FIGURA 49b, a troca do etanol contido no filme pela água da solução de 
redutor levou a uma expansão rápida do material, além da dessorção de Ag+. O 
resultado é a formação de partículas de prata preferencialmente na superfície do 
nanocompósito CB80-5E-50 (FIGURA 42, página 107). Finalmente, no filme CB70-
5E30-E (FIGURA 49c), a minimização da dessorção de Ag+ pela retirada da água do 
filme levou à formação de nanopartículas preferencialmente no seu interior. Pode-se 
supor que a contração da matriz causada por sua desidratação tenha um papel no 




FIGURA 49 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DOS PROCESSOS OCORRIDOS DURANTE A 
SÍNTESE DAS AgNP NOS FILMES CB70-5-10  (a), CB80-5E-50 (b) E CB70-5E30-E (c) 
116 
 
5.5.3 Atividade antibacteriana e citotoxicidade 
 
A investigação da atividade antibacteriana dos filmes impregnados de AgNP 
foi realizada utilizando duas espécies de bactérias, a Gram positiva Staphylococcus 
aureus e a Gram negativa Pseudomonas aeruginosa. Segundo Boateng et al. 
(2008), ambas as espécies são danosas ao processo de cicatrização em feridas 
crônicas. Enquanto a P. aeruginosa é comumente relacionada com infecções em 
queimaduras, a S. aureus é encontrada em 94 % das ulcerações de recuperação 
lenta ou que apresentaram recorrência. Hidalgo et al. (1998) encontraram uma 
concentração mínima inibitória de 7,0 mg.L-1 de Ag+ para a S. aureus e de 27 mg.L-1 
para a P. aeruginosa, enquanto a concentração citotóxica para fibroblastos humanos 
determinada no mesmo trabalho foi de apenas 0,7 mg.L-1. 
A TABELA 7 apresenta os resultados de ensaios de atividade antibacteriana. 
O filme CB80-5E-50, além de ter apresentado a menor atividade contra S. aureus 
entre os filmes contendo prata, não inibiu o desenvolvimento da P. aeruginosa 
significativamente mais do que o controle (p < 0,05). Essa baixa atividade 
antibacteriana pode ser explicada em termos do tamanho das partículas presentes. 
Dal Lago et al. (2011) reportaram uma relação entre atividade antibacteriana e 
tamanho das AgNP, com as nanopartículas menores apresentando maior atividade. 
No caso presente, para o filme CB80-5E-50 a migração da prata para a superfície 
formou partículas com diâmetro médio de 148 nm. 
Os filmes reduzidos por solução etanólica de ácido L-ascórbico 
apresentaram maior atividade antibacteriana, em particular contra a P. aeruginosa. 
O emprego de filmes CB70 e CB80 não contribuiu significativamente para uma 
diferença de comportamento entre os mesmos. Atividades antibacterianas mais 
elevadas foram observadas em compósitos contendo AgNP numa matriz de 
hidrocolóides, porém com teores de prata muito mais elevados, da ordem de 12 % 
em massa (FERRER et al., 2014). 
A avaliação da citotoxicidade dos bionanocompósitos, avaliada pelo método 
da difusão em gel de ágar (ZANGE e KISSEL, 1997) sobre células L929 (derivadas 
de tecido conjuntivo de camundongo), mostrou uma toxicidade branda (TABELA 8). 
Nestes ensaios é observada a formação de uma zona de inibição celular no gel 
depositado sobre os filmes. O filme CB70-5, contendo íons prata, apresentou uma 
zona de inibição pouco maior (0,27 cm) que os filmes contendo nanopartículas de 
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prata metálica. Isso pode estar relacionado com a maior mobilidade dos íons Ag+ no 
gel de ágar, em comparação com as nanopartículas. A toxicidade apresentada pelas 
AgNP, no entanto, não deve ser considerada como um limitante para aplicações 
médicas, como será discutido na próxima seção. 
 
TABELA 7 – ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE BIONANOCOMPÓSITOS SEM PRATA (CB70 E 
CB80), IMPREGNADOS COM ÍONS PRATA E COM NANOPARTÍCULAS DE PRATA 
FILME 


















Controle negativo (1,0 ± 0,2).10
6
 - (4,6 ± 1,7).10
5
 - 



















Filmes impregados  
em solução aquosa  
de AgNO3 0,005 mol.L
-1
 
CB70-5 (8,3 ± 2,7).10
5
 87 (3,4 ± 2,7).10
3
 99 
CB80-5 (1,1 ± 0,4).10
5




Redução por solução  
aquosa de ácido  
L-ascórbico 
CB80-5E-50 (3,5 ± 3,3).10
5






Redução por solução  
etanólica de ácido  
L-ascórbico 
CB70-5E30-E (1,1 ± 1,5).10
5
 90 (3,2 ± 5,3).10
4
 93 
CB80-5E30-E (2,9 ± 1,8).10
5




 Em relação ao controle negativo;   
b
 UFC: unidades formadoras de colônia 
c
 Sem diferença em relação ao controle negativo (p < 0,05) 
 
TABELA 8 – ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE BIONANOCOMPÓSITOS SEM PRATA (CB70), 
IMPREGNADOS COM ÍONS PRATA (CB70-5) E COM NANOPARTÍCULAS DE PRATA POR 











Controle negativo (papel de filtro) 0 ausente 
CB70 0 ausente 
CB70-5 0,27 Grau 2 (brando) 
CB70-5E30-E 0,23 Grau 2 (brando) 
Controle positivo (látex) 0,96 Grau 3 (moderado) 
a
 média de 3 valores 
b
conforme  classificação de ZANGE e KISSEL (1997) 
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5.5.4 Ensaios de liberação de prata em meio fisiológico 
 
A FIGURA 50 mostra os resultados dos ensaios de liberação de prata em 
meio fisiológico. Observa-se que o filme contendo prata não reduzida (CB70-5) 
libera a mesma muito rapidamente, atingindo um patamar já nos primeiros pontos 
medidos, numa concentração média de 5,9 ± 0,4 mg.L-1. Esse comportamento 
explica os resultados de inibição bacteriana iguais ou superiores aos dos filmes 
contendo AgNP (TABELA 7). No entanto, tais resultados não significam que os 
filmes contendo Ag+ sejam mais adequados para aplicações como curativos tópicos. 
Como discutido por Atiyeh et al. (2007), uma rápida liberação de prata por um 
curativo não garante a manutenção da concentração inibitória na região do ferimento 
a longo prazo, o que pode permitir o retorno da infecção e o desenvolvimento de 
resistência pelas bactérias. Além disso, há a já citada citotoxicidade dos íons Ag+ 
(HIDALGO et al., 1998). Leaper (2006) concluiu, baseado na comparação de 




FIGURA 50 – LIBERAÇÃO DE PRATA, EM MEIO FISIOLÓGICO, PELOS BIONANOCOMPÓSITOS 




Segundo Atiyeh et al. (2007), a situação ideal para um curativo contendo 
prata como agente antibacteriano é uma rápida liberação inicial (que elimina a 
infecção), seguida de uma liberação sustentada de menor quantidade de prata, a fim 
de manter uma concentração constante da prata no meio. Como veremos adiante, é 
essa a situação encontrada para os filmes contendo AgNP. 
A curva de liberação observada na FIGURA 50 para o filme CB70-5e30-E, 
reduzido por solução alcoólica de ácido L-ascórbico, foi ajustada a diversos 
modelos. O primeiro testado foi o de HIGUCHI (1961):  
 
C = k.t0,5           (11) 
 
onde C é a concentração do fármaco em solução e k é a constante de dissolução do 
fármaco. Essa é dependente de vários fatores, dentre eles a concentração inicial, 
porosidade da matriz e solubilidade do fármaco no meio. O ajuste, efetuado em 
software Origin pelo método dos mínimos quadrados, não obteve sucesso, tendo 
resultado num R2 = 0,3649. Esse modelo considera apenas a contribuição da 
difusão Fickiana na liberação de um fármaco. 
Outro modelo testado foi o de Peppas (PEPPAS e SAHLIN, 1989; RITGER e 
PEPPAS, 1987a; b), que considera as contribuições da difusão Fickiana e do 





2n                    (12) 
 
onde C é a concentração do fármaco no meio, k1 e k2 são constantes 
correspondentes à contribuição da difusão Fickiana e por relaxamento, 
respectivamente, e n é o expoente difusional Fickiano. 
Novamente, o sistema não se ajustou bem a esse modelo. Obteve-se um R2 
de 0,99337, porém o parâmetro m obtido foi de 0,17238, muito abaixo do valor 
esperado para um filme (entre 0,5 e 1,0) (RITGER e PEPPAS, 1987a). As incertezas 
nos valores de k1 e k2 também foram muito grandes: k1 = 0,60 ± 28,9 e k2 = 0,17 ± 
29,0. 
Entretanto, o ajuste foi bem sucedido quando se efetuou uma pequena 
mudança nos modelos utilizados. Postulou-se a presença, em solução, de uma 
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concentração inicial C0 resultante da rápida liberação das AgNP presentes na 
superfície do filme, ficando a difusão da prata presente no interior responsável pela 
liberação sustentada posterior. O modelo de Higuchi modificado fica então: 
 
C = C0 + k.t
0,5                 (13) 
 
Esse modelo permitiu um ajuste muito melhor dos resultados experimentais. 
A equação de liberação obtida foi: 
 
C = 0,802 + 0,153.t0,5     (R2 = 0,9967)          (14) 
 
Pode-se concluir, então, que a liberação de prata pelos filmes ocorre em 
duas etapas distintas. Na primeira, há uma liberação rápida, provavelmente de 
nanopartículas presentes na superfície ou próximas dela. A segunda etapa é regida 
pelo processo de difusão através da matriz de polissacarídeos. 
O produto comercial que mais se aproxima das condições de rápida 
liberação inicial/liberação sustentada posterior por longos períodos (até 7 dias) é o 
Acticoat 7® (Smith & Nephew plc, Londres, Reino Unido), no mercado desde 2003 
(DUNN e EDWARDS-JONES, 2004). No entanto, esse produto possui uma matriz 
complexa, de 5 camadas, combinando alginato e polímeros sintéticos (SMITH & 
NEPHEW CORPORATE, 2014), além de ser revestido de prata por um processo de 
deposição física de vapor, portanto muito mais complexo e dispendioso que o 






6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Embora seja um dos hidrocolóides mais estudados, a goma guar ainda 
apresenta particulares estruturais e de comportamento físico-químico que merecem 
estudo mais aprofundado, como mostrado pela caracterização da GG realizada no 
presente trabalho. Em particular, a comparação entre galactomananas de guar de 
diversas procedências deve ser objeto de um estudo sistemático, uma vez que 
foram constatadas diferenças no comportamento em solução da GG em 
comparação com outros fornecedores e mesmo com diferentes lotes de GG do 
mesmo fornecedor (LUBAMBO et al., 2013). Foi observada a presença, na GG, de 
duas frações com massas molares médias distintas. Essas frações possuem 
diferentes afinidades com o solvente utilizado no estudo, sendo capazes de se 
associar entre si, comportamento esse não reportado anteriormente.  
Outro comportamento da GG ainda não reportado foi a sua interação com o 
ácido hialurônico. O estudo reológico dessa interação mostrou que o sistema HA:GG 
apresenta um caráter pseudoplástico. Descobriu-se que tais dispersões 
pseudoplásticas são mais adequadas para casting de filmes homogêneos do que 
sistemas nos quais a interações entre os polissacarídeos leva à formação de géis. 
A baixa citotoxicidade apresentada pela GG permite a sua utilização em 
aplicações médicas de sistemas nos quais o HA é parcialmente substituído pela GG, 
o que é vantajoso do ponto de vista econômico em razão do custo muito menor da 
GG em relação ao HA. 
A CB não processada apresenta dificuldades de dispersão em que limitam 
tanto sua utilização como matriz em nanocompósitos quanto à processabilidade dos 
produtos resultantes. A obtenção de uma suspensão estável de nanofibras de 
celulose bacteriana, pelo emprego da GG como estabilizante, eliminou tais 
dificuldades. A incorporação da suspensão de CB à solução viscoelástica de 
hidrocolóides proporcionou filmes estáveis em meio fisiológico. Sistemas 
semelhantes empregados como substratos para adesão e proliferação celular ou 
como biocurativos necessitam da reticulação química (covalente ou iônica) para 
garantir sua estabilidade em meio líquido. Nos presentes sistemas essa estabilidade 
foi conseguida apenas pela adsorção dos hidrocolóides à CB. O processamento do 
material é, portanto, muito simplificado, pela eliminação das etapas de reticulação e 
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de purificação para retirada do excesso de agentes de reticulação, frequentemente 
citotóxicos.  
Os bionanocompósitos obtidos a partir da CB e dos hidrocolóides 
apresentaram uma capacidade de retenção de água superior à das membranas de 
CB utilizadas como curativos. Essa absorção de líquido pelo sistema é muito rápida, 
atingindo um máximo entre 1 e 2 h de imersão e, no caso dos sistemas mais 
estáveis (CB70 e CB80), estabilizando-se num patamar que se manteve por todo o 
período acompanhado (6 dias). O acréscimo de massa dos filmes mostrou uma 
relação com o conteúdo de hidrocolóides, o que permite o ajuste das propriedades 
de intumesmento do material pela simples modificação da proporção entre seus 
componentes. Assim, a absorção de exsudados, necessária em aplicações como 
curativos, poderia ser ajustada a cada condição específica. 
A superfície dos bionanocompósitos permitiu a auto-organização do 
colágeno em fibrilas com morfologia semelhante à encontrada em tecidos vivos, 
embora com largura maior do que a reportada na literatura. Tal resultado foi 
conseguido sem a necessidade de modificações químicas do colágeno empregadas 
em outros trabalhos. 
Foi desenvolvido um novo processo de síntese in situ de nanopartículas de 
prata, no qual as dimensões e distribuição das nanopartículas são controladas pelas 
trocas de solvente entre a matriz polissacarídica e as soluções de reagentes (nitrato 
de prata e ácido L-ascórbico). Além disso, o ácido L-ascórbico utilizado como agente 
redutor tem uma toxicidade muito menor do que os redutores enérgicos como, por 
exemplo, o borohidreto de sódio, utilizados na maioria dos processos. Os solventes 
utilizados, água e etanol, são renováveis e facilmente recuperados, o que torna o 
processo ambientalmente mais correto que as alternativas disponíveis. 
Muitas etapas ainda serão necessárias para que esses materiais tornem-se 
produtos aplicáveis. Os próximos passos já estão sendo dados, com pesquisas in 
vitro com células tronco e in vivo na terapia de lesões em ratos, desenvolvidas no 
Instituto de Pesquisa Pelé-Pequeno Príncipe. Os sistemas de interação dos 
polissacarídeos utilizados também poderão abrir outras linhas de pesquisa dentro do 
grupo BioPol. As interações entre os polissacarídeos em solução e em estado sólido 
e a aplicação desse conhecimento no ajuste das propriedades superficiais dos 






A caracterização em solução da goma guar (GG) por HPSEC associada a 
multidetectores mostrou a presença de duas frações com Mw distintas, com 
diferentes afinidades com o solvente utilizado, e capazes de se associar entre si.  
O estudo reológico das misturas de dispersões da GG com de ácido 
hialurônico (HA) mostrou interação, com característica pseudoplástica, apropriada 
para a produção por casting de filmes homogêneos. Essa propriedade, aliada à 
baixa citotoxicidade apresentada pela GG, permite a utilização em aplicações 
médicas onde o HA pode ser 50% (m/m) substituído pela GG.  
O emprego da GG como estabilizante permitiu a obtenção de uma 
suspensão estável de nanofibras de celulose bacteriana. A incorporação da 
suspensão de CB à solução viscoelástica de hidrocolóides proporcionou filmes 
estáveis em meio fisiológico. A obtenção do biocompósito é, portanto, simplificada, 
pela eliminação de agentes de reticulação, frequentemente citotóxicos.  
Os bionanocompósitos obtidos a partir das dispersões de CB em 
hidrocolóides apresentaram alta capacidade de retenção de água. O acréscimo de 
massa dos filmes mostrou uma relação com o conteúdo de hidrocolóides, que 
permite o ajuste das propriedades de intumescimento do material pela proporção 
entre seus componentes. Os sistemas com 30% de hidrocolóides ou inferior 
apresentaram baixas perdas de massa, condição indispensável para aplicações 
onde o material entre em contato com meio fisiológico in vivo ou in vitro. 
A adesão e a proliferação de fibroblastos na superfície dos 
bionanocompósitos se mostrou equivalente à da CB comercial, com a vantagem de 
uma proliferação mais homogênea, e a morfologia das células aderidas à superfície 
indicou um ambiente mais favorável ao desenvolvimento dos fibroblastos.  
Estudos de tensiometria mostraram uma relação entre a energia livre 
superficial dos bionanocompósitos e o número de fibroblastos viáveis aderidos, bem 
como entre a energia livre superficial e o teor de hidrocolóides. Verificam-se, 
portanto, possibilidades de ajustes das propriedades de superfície do material. 
O revestimento dos filmes com colágeno por um procedimento simples de 
dipping mostrou-se eficaz, com revestimento homogêneo da superfície, conforme 
estudos de tensiometria e XPS. Imagens de AFM mostraram que os hidrocolóides 
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induzem à auto-organização do colágeno na superfície, assumindo uma 
conformação semelhante à encontrada em tecidos vivos.  
O revestimento proporcionou um aumento da biocompatibilidade para todas 
as composições testadas, inclusive para a CB reconstituída. Isso mostrou que a 
morfologia da superfície tem um papel importante na interação das células com 
essas superfícies. 
Foi desenvolvido um método de síntese in situ de nanopartículas de prata, 
no qual tanto a distribuição de tamanhos quanto a localização das nanopartículas 
pode ser modificada pela alteração dos solventes utilizados nas fases de 
impregnação dos nanocompósitos com Ag+ e de reação com o redutor, o ácido L-
ascórbico. A análise conjunta de resultados de DRUV-VIS, SEM, TEM e XPS 
confirmou a formação de AgNP tanto na superfície quanto no interior dos filmes. 
Os sistemas incorporados de AgNP mostraram atividade antibacteriana 
contra S. aureus e P. aeruginosa, com citotoxicidade branda, aceitável nas 
aplicações de curativos contendo prata nanocristalina.  
A liberação de prata em meio líquido pelos bionanocompósitos ocorreu 
numa primeira etapa rapidamente, provavelmente pela perda das nanopartículas 
aderidas à superfície. E numa segunda etapa de liberação sustentada, regida pela 
lenta difusão da prata através da matriz. 
Os materiais desenvolvidos neste trabalho mostraram potencial para 
diversas aplicações na área médica como suportes (scaffolds) para o crescimento 
celular, biocurativos em terapias de regeneração de tecidos e para liberação 
controlada de agentes antibacterianos.  
A processabilidade do material é uma de suas maiores vantagens, pois o 
desempenho foi alcançado por procedimentos simples de produção e purificação. 
Quase todas as etapas envolveram soluções aquosas ou de solventes de origem 
renovável e fácil recuperação, como o ácido acético e o etanol. Assim, além da 
potencial redução de custos, os bionanocompósitos mostraram uma excepcional 
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APÊNDICE – MÉTODOS ALTERNATIVOS DE SÍNTESE DAS NANOPARTÍCULAS 
DE PRATA 
 
REDUÇÃO ESPONTÂNEA PELA MATRIZ DE POLISSACARÍDEOS 
 
Após a etapa de adsorção por 1 h em AgNO3 aquoso, o enxágue dos filmes 
foi realizado com água ultrapura. Os filmes impregnados de Ag+ foram depositados 
nas placas de poliestireno de 24 poços, aos quais foi adicionado 0,5 mL de água 
ultrapura. As placas foram então lacradas e mantidas por 24 h no escuro. Os filmes 
foram retirados dos poços e enxaguados com água ultrapura por 30 s. 
As FIGURAS 51 e 52 mostram os resultados da redução espontânea (o 
sufixo P nos filmes indica redução pelos polissacarídeos). Embora no interior do 
material tenham sido obtidas nanopartículas pequenas e com baixa polidispersão, 
na superfície foram formadas partículas com dimensões da ordem de micra, além da 
ocorrência de agregados de partículas menores. 
     
FIGURA 51 – (a) ESPECTRO DE REFLECTÂNCIA DIFUSA NO ULTRAVIOLETA-VISÍVEL DOS 
FILMES CB70 E CB100 IMERSOS EM SOLUÇÕES DE 0,001 mol.L
-1
 DE AgNO3 (CB70-1-P E 
CB100-1-P) OU 0,005 mol.L
-1
 DE AgNO3 (CB70-5-P) E SUBMETIDOS A REDUÇÃO ESPONTÂNEA 
POR 2 h OU 24 h; (b) IMAGEM DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA DO FILME 







FIGURA 52 – MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO DE FILME CB70 IMPREGNADO 
COM SOLUÇÃO 0,005 mol.L
-1
 DE AgNO3 E SUBMETIDO A REDUÇÃO ESPONTÂNEA POR 
IMERSÃO EM ÁGUA ULTRAPURA POR 24 h; HISTOGRAMAS DE DISTRIBUIÇÃO DE TAMANHOS 
DAS NANOPARTÍCULAS PRESENTES NO FILME CB70-5-P, COM A CURVA CORRESPONDENTE 
A AJUSTES A DISTRIBUIÇÃO DO TIPO LOGNORMAL 
 
 
REDUÇÃO POR RADIAÇÃO ULTRAVIOLETA 
 
Após enxágue em água ultrapura, os filmes foram expostos a ultravioleta C 
(UVC). Para tal foram colocados ainda úmidos a uma distância de 10 cm da fonte 
luminosa (lâmpada UVC de 30 W, comprimento de onda de pico de 254 nm) e 
expostos por 1 hora. 
 A FIGURA 53 mostra a formação de nanopartículas com tamanhos e 
morfologias variados, inclusive alguns nanoprismas triangulares, o que explica o 
ombro acima de 600 nm no espectro de DRUV-VIS do material. O interior do filme 
(FIGURA 54) também apresenta estruturas de prata com diversas morfologias, em 
particular estruturas lamelares de alta cristalinidade, como mostram as imagens de 
campo escuro. No entanto, o método não permitiu o controle de morfologia e 




FIGURA 53 – (a) ESPECTRO DE REFLECTÂNCIA DIFUSA NO ULTRAVIOLETA-VISÍVEL DE 




 E 0,005 mol.L
-1 
DE AgNO3 E EXPOSTOS A RADIAÇÃO UV-C POR 1 HORA; (b) IMAGEM DE SEM E (c) 
FOTOGRAFIA DO FILME CB70-5-UV 
 
 
FIGURA 54 – (a, b, c) IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO DE 
BIONANOCOMPÓSITO IMPREGNADO DE AgNO3 E SUBMETIDO A REDUÇÃO POR RADIAÇÃO 
ULTRAVIOLETA; (d) IMAGEM DE CAMPO ESCURO CORRESPONDENTE À IMAGEM c 
a b 
c 
b a 
c d 
